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Neue Oberflachenprotein- (HBsAg-) Variante des Hepatitis B Virus 



Dle£rfindung betrifft Sequenzen efner neuen Mutante Oder Variante des Hepatitis B surface 
Antigens (HBsAg) und Methoden, diese Genom-hind Protein-Variante sowie dagegen 
gerichtete AntikSrper aus Patientenproben zu detektieren. 

Die neuen Sequenzen fuhren zu 5 noch nicht bekannten Aminosaure-Austauschen in dem 
Hepatitis B surface Antigen, HBsAg in den Aminosaurepositionen 115 bis 181 der 
Aminosauresequenz des surface Antigens, wobei sich 4 Substitutibnen in der Region der a- 
Determinante befinden (aa 101 bis aa 180) sowie 1 Substitution in unmittelbarer 
Naclibarschaft davon (aa 181). 

Die Erfindung betrifft auch immunchemische Nacliweisverfahiren zum gleichzertigen 
Nacliweis dieser neuen HBV - Variante zusammen mit bekannten Varianten/Subtypen sowie 
die Verwendung der neuen Sequenzen in Verbindung mit bekannten Sequenzen zum 
gleichzeitigen Nachweis von HBV-spezifischen Antikorpem. Die Antigen bzw. Antikorper- 
Bestimmungen konnen jeweils in einem Testansatz differenzierend Oder nicht- 
differenzierend durcligefuhrt werden. 



BEST AVAIWABi.^ ^^'^^ 
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SchlieHtich betrrfil die Erfindung auch den Nachweis der entsprechenden NukleinsSuren mit 
Hilfe sogenannter NuideinsSure-Tests (2.B. Polymerase Chain Reaction, PpR) mit Hllfe 
geeigneter Primer sowie die Venwendung der neuen Aminosauresequenzen zur Erzeugung 
von Impfstoffen. - - — 

Das Hepatitis B Vims ist bekannterma&eh der Ausloser einer Vieirahl von Erkrankungs- 



VerlSufen von miiden inapparenten Infelctlonen bis hin zu chroniscli alctiven und fulminant 
verlaufenden durch virale Infektionen ausgetosten Leberentzundungen (Virushepatitiden). 
DiQ chronische Infelction mit HBV stellt mit geschatzten 400 l\/lillionen belroffenen Menschen 
ein globaies Gesundheltsproblem dar (Lee, N. Engl. J. Med. 337; 1733-1745 (1997)). 

i 

Als geeignetste Prophylaxe fOr die weltweit haufig arizutrefFende HBV - Infektion gilt die 
akUve Immunfsteaing (Stimulation der Antikorperantwdrt durch Antigengabe) und auch die 
passive Immunisierung (durch Ihjektion praformierter Antikdrper). 

Das HBV gehort zu den Hepadna-Viren und stellt ein Viruspartikel mit einem Durchmesser 
von 42 nm dar, das aus Kem und HQIIe besteht. Das Genom des Virus 1st eine 
doppelstrangige, ringformige; DMA- Sequenz von etwa 3200 Nukleotiden, die mindestens 
sechs verschiedehe virale Gene kodieren (Tiollais et at., Nature 317: 489-495 (1985)). 

Es liegen vier offene Leserahmen fur die Bildung der viralen Proteine vor. 
Im S-Gen liegt die Information fQr das HBV surface Antigen (HBsAg), das auch small protein 
(S) genannt wird. Daneben gibt es groBere Formen, die als large protein ^L) .und middle 
protein (M) bezeichnet werden. Allen drei Proteinen gemeinsam tst die 226 Aminosauren 
umfassende S-HBsAg Sequenz (Gerlich et al., Viral Hepatitis and Liver Disease, Hollinger et 
al., William-Wilkens, Baltimore, MD, pages 121-134 (1991)). Die Proteinregionen vor dem 
small HBs werden auch Pre-S1 und Pre-S2 bezeichnet, umfassen 108 bzw. 55 Aminosauren 
und sind beide In dem L-Protein (389 AminosSuren) enthalten, wahrend das M-Protein nur 
das Pre-S2 zusammen mit dem S-Antigen umfasst (281 Aminosaure.n). Die Pre-S Proteine 
weisen unterschiedliche Glykosilierungsgrade auf und tragen die Rezeptoren fQr die 
Erkennung der Leberzellen. Sofem nicht anders angegeben, beziehen sich die 
Aminosaurepositionen In dieser Anmeldung auf das S-Antigen (226 aa) ohne Pre-SI- und 
ohne Pre-S2-Region. 



Das C-Gen tragt die Information fQr das Nukleokapsid Protein, Hepatitis B Core^ Antigen 
(HBcAg). Die Translation dieses Proteins kann bereits in der Pre-C-region starten und zur 
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Bildung von Hepatitis B e-Antigen (HBeAg) fOhren. Das HBeAg weist gegenOberHBcAg eine 
andere Faltung und Immunogenitat auf. HBeAg kommt im Gegensatz zu HBcAg frei im 
Seaim vor und wird bei positivem Nachweis afs Indikator far die Bildung von HBcAg und 
damit.fQr.die.Biidung infektidser Vimspartikel angesehen. 

Die im Vimspartikel enthaltene Reverse Transkriptlons DNA-Polymerase wird von P-<3en 
codiert und fdr das TranMl^^ 

HBV-assoziterten primSren Leberzellj-Karzinomen dtskutiert. 

Der virale Replikatipnszyklus von HBV umfasst eine IntrazellulSre pre-genomische RNA, die 
im -<1ralen Nukleocapsid In die DMA umgesciineben wird. Da die HBV - eigene Reverse 
Transkrlptase DNA-i"Polymerase Qber kelne Richtigkeits-LesefahigkeH verfugt (proof-reading 
capablfrty), werdeh mrt relativ hoher HSufigkeit falsche Nukleotide eingebaut Als Folge weist 
das HBV eine Mutationsrate auf, die mit ca. 1 Nukleotid/IOOOO Basen/lnfektionsjahr etv^ 
dem 10-faciien dessen entspricht, was andere DNA Viren aufweisen (Blum, Digestion 56: 
85-95 (1995); Okamoto et al., Jpn. J. Exp. Med. 57: 231-236 (1987)). 

Daneben treten auch recht haufig Deietionen und Insertionen auf (Carman et al., Lancet 341: 
349-353(1993)). 

Die resultierende Variabilitat von HBV druckt sich unter anderem In dem Auftreten von 9 
serologisch definierten Subtypen (Courouce et al., Bibltotheca Haematologica 42: 1 (1976) 
und insgesamt mindestens 6 verschiedenen Genotypen aus, die mit A bis F bezeichnet 
werden (Abb. 1) und eine geographische Verteilung aufweisen. (Norder et slU J- Gen. Virol. 
73: 3141-3145 (1992). Norder et aL, Virology 198: 489-503 (1994)). 

AuBerdem werden eine Reihe von Mutanten besciirieben, bei denen 1 AminosSure oder 
meiirere ausgetauscht vortiegen. fehlen oder uberzahlig sind. 

Neben naturlicherweise stattfindenden Mutationen (Cooreman et al., Hepatology 30: 1287- 
1292 (1999) kann eine Gabe von HBV Immunglobulinen und/oder eine antivirale Therapie 
(z.B. mit Lamivudine) einen sogenannten Selektionsdruck ausuben, was zum vermehrten 
Auftreten sogenannter "Escape-Mutanten" fuhren und die Auftretens-Wahrscheiniichkeit von 
HBV-Mutanten deutlicli eriiohen kann (Terrauft et aL, Hepatology 28: 555-561 (1998); 
Tillmann et al., Hepatology 30: 244-256 (1999); Hunt et al., Hepatology 31: 1037-1044 
(2000). 
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Nicht alle HBV-Mutationen fQhren zu replikatlonsfahigen Vfren und oft liegt efne Coexistenz 
mrt replikatlonsfahigen Vims vor, was auch die Sequenzlerungs-Genauigkelt von isolierter 
DNA limitiert oder gar zur Nichterkennung von verSnderten Sequenzen durch PCR, 
Kloniemngsarbeiten mit anschiieUender Sequenzierung fQhrt. wenn diese quantitativ < 10 
% der Gesamt-DNA ausmachen (Cooreman et'al., J. Biomed, Sd. 8: 237-247 (2001). 

Demnach ist die Isolierung von Mutanten vorteilhaft, wobel die sich anschlie&ende 
Identifiziemng und Charakterisiemng einzelner Mutanten m6gllchenveise zu^erbesserten 
Vakzinen und Diagnosfika fDhrt. 

Dier'immunantwort nach einer Infektion fnit HBV Ist hauptsacfRich gegen die sogenannte a- 
Determinante als eine alien Hepatitis B Wen gemelnsame Region des S-Proteins gerichtet, 
die sIch auf der Oberflache der Vinuispartikel befindet (Geriich et a!., supra) und die den 
heterogensten Tell der B-Zell-Ep'itope des S-Gens darstelien. 

Als Bindestellen fQr Antikorper werden nach heCitlgem Kenntnlsstand insgesamt mindestens 
5 sIch tellweise uberlappende Epitope auf der a-Detennlnante zwischen Amlnosdure- 
PosWon 101 und 180 angenommen (Abb. 1 und 2) wie durch die Anwendung von 
monoklohalen Antlkorpern gezeigt werden konnte (Peterson et al., J. Immunol. 132: 920-927 
(1984)). 

Es handelt sich hauptsSchlich um komplexe Konformatlons-Epitope, die durch mehrere 
Disulfid-BrOckeh stabillsiert werden. Teilweise liegen auch Sequenz-Epitope vpr, die mit Hllfe 
synthetisch hergestellter zyklischer Peptid-Strukturen dargestellt werden konnen. 

Sogenannte "schutzende Antikorper", die nach einer naturiichen Infektion mit HBV im Seaim 
zirkulieren. sind zu 99 % gegen die sehr immunogene a-Determinante des HBV gerichtet 
(Jilg. Vaccine 16: 65-68 (1998). 

Auf diese Tatsache stOtzt sich die breite Anwendung der Immunislerung mit Vakzinen, die 
entweder aus Humanserum isoHert oder gentechnologisch hergestellt wurden und die 
Verabreichung von Hepatitis B Immunglobulinen, die humane HBV - spezifische Antikorper 
enthalten. Beide prophylaktischen Strategien beruhen auf dem neutraiisierenden Effekt, die 
HBs-spezjfische Antikorper nach Bindung an die "a-Loop-Epitope" entfalten (Carman et al., 
Hepatology 24: 489-493 (1996), Muller et al., J. Hepatol. 13: 90-96 (1991) und Samuel et al., 
N. Engl. J. Med. 329: 1842-1847 (1993)). _ 
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Ahnlich. beruhen heute weit verbreitete Diagnostika auf der Bindung von a-Determinanten- 
spezrfischen Antikarpem mit Epitopen der a-Determinante. 

So wird bei der im . Blutspendewesen , weltweit angewendete^ mit 
immunchemlschen Bestimmungsmethoden im Serum von Spendem zirkulserendes HBV 
Oberflachenantigen mit Antikdrpem gegen die a-Determinante (ployklonal Oder 
monbklonaieri Ursprungs) nachg¥wiesCT" u^^ 

Blutspende venworfen, um iatrogene HBV Infektlonen durch HBV-kontaminiertes Blut zu 
verhindem. Eine weitere Anwendung der HBsAg-Bestimmung liegt im Nachweis einer 
vorliegenden aktiten HBV-lnfektioh. Umgekehrt wird mit der Bestimmung von HBs- 
spe^flsclien Antikorpem im Blut von Probanden mit einem positiven Bestimmungsresultat 
yon HBsAg-spezifischen Antikorpem (Anti-HBs) nacligewiesen.i^dass entweder eine 
natQrIiche Infektion abgelaufen Oder dass eine durchgefOhrte Vakzinierung erfolgreich 
veriaufenlsL 

Sciilielilich berulit auch die NukleinsSure-Testung z.B. mit Hilfe der Polymerase-Chain- 
Rektion (PGR, Polymerase-Ketten-Reaktion) auf der Verwendung von Primem (Starter), die 
fQr die HBV Nukleotide spezifisch sind. 

Auf Grund der zentralen Rolle, die die a-Determinante bei der akliven Immunisierung 
(Vakzinierung mit HBV Antigen), der passiven Immunisierung (Schutz durch HBV -spezische 
Immunglobuline), dem Nachweis von Impferfolg bzw. stattgefundener HBV Infektion (beides 
mittels Bestimmung von HBsAg-spezischen Antikorpem, Anti-HBs)und schlieElich der 
Sicherheit im Blutspendewesen (HBsAg-Bestimmung und PGR), ist verstandlich, dass in 
Fachkreisen das Auftreten von Mutanten und auch neuen Varianten mit groHer 
Aufmerksamkeit verfolgt wird. 

Als Konsequenz konnten in der a-Determinante des HBV veranderte aber replikationsfShige 
neue Mutanten und/oder Varianten sowohl das prophylaktische als auch das diagnostische 
Konzept unterlaufen (Brind et al.. J. Hepatol. 26: 228-235 (1997). Fischer et aL.Transplant 
Proa 31; 492^93 (1999), Ghany et al., Hepatology 27: 213-222 (1998), Protzer-Knolle et aL, 
Hepatology 27: 254-263 (1998). Carman et aL, Gastroenterology 102: 711-719 (1992) und 
Coleman et al., WO 02/079217 A1 , (2002)). 
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Die Abgrenzung von Varianten und Mutanten des HBV ist nichl scharf. wobei ein 
diesbezuglicher Vorschlag brefte Anwendung findet (Carman. J. Viral Hepat 4 (suppl.1): 11- 
20 (1997). 

Dem zu Folge sollte die Bezelchnung "Variante" fQr - natQrIicherweise vorkommende 
Subtypen angewendet werden, die ohne bekannte Interferenz durch Selektionsdruck 
(antivirale Therapie und / oder Immunglobulin-Gabe) auflreten und ein geographisches 
Verteilungsmuster aufweisen. 

Die Charakterislerung und anschlieliende Kiassifizierung der Subtypen erfolgt mft Hilfe 
monokionaler Antikorper und basiert auf einem veranderten Reaktionsmuster auf Grund des 
AuslSusches von einer oder wenigen Aminisaure(n)* Die Grundlage d6r Kiassifizierung 
stellen.die Aminos§urepositionen 122 oder 160 der verbreitetsten HBV Sequenz dan aa 122 
und aa 160 =Lysin, K 

Alle Serotypen enthalten die Gruppen-spezifische a-Detemninante, wahrend die aa 122 und 
zusaaicli 133 und 134 den d- bzw. r-Subtyp und aa 160 die Zugeliorigkeit zum w- bzw r- 
Subtyp bestimmiBn. Auf dieser Basis lassen sich HBV Subtypen grob In adr* adw, ayr oder 
ayw einteilen, die sich weiter in mindestens 9 Sul>Subtypen unterscheiden lassen: aywl, 
ayw2, ayw3; ayw4. ayr, adwr2, adw4, adrq+ und adrq- (Swenson et al,, J. ViroL IWeth. 33: 27- 
28 (1991), Blitz et al. J. Clin. Microbiol. 36: 648-651, Ashton-Rickardt et al., J. Med. Virol. 29: 
204-214(1989)). 

Da diese Kiassifizierung eine serologische ReaktivitSt zur Gmndlage macht, jtiuK nicht jede 
Typisierung notwendigerweise eine Variabilitat auf der AminosSure-Ebene bedeuten, 
weshalb dem Genotyping auf der S-Gen-Ebene der Vorzug gegeben wird (Ohba et al., Virus 
Res. 39:25-34(1995). 

Subtypen treten aus noch nicht bekannten GrQnden in bestimmten geographischen und 
ethnischen Mustem auf. 

Die Bezeichnung Mutation sollte nach Carman Varianten vorbehalten bleiben, die 
ausschlieBlich unter Selektionsdruck wie Vakzinierung oder antivirale Therapie entstehen. Es 
sind bereits viele Mutationen beschrieben worden, von denen manche zu diagnostisch 
falschen Befundungen fQhrten (Carman et al.. Lancet 345: 1406-1407) und von denen die 
nachstehend genannten aa-Austausche beispielhaft zitiert werden: - 
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Consensus: aa-Position Mutante: 

I 110 V 

P 111 T 

T _ .114 S 

T / 116 S 

P • 120 T/S 

T ' "123 X/N 

l/T 126 A/S 

Q 129 H/R. 

KM 133 L 

T 143 rM/L 

i 

D 144 :T4/A/E 

G 145 R/A 

A 157 R 



sowie Cystein-Austausche In den aa-Positionen 107, 124, 137, 147 & 149. 

(Coleman, supra; Okamoto et al.. Pediatr. Res. 32: 264-268 (1992); Zhang et al., Scand. J. 

Infect. DIs. 28: 9-15 (1996); Zuckemnann et al.. Lancet 343: 737-738 (1994)). 

Ot)enraschend wurde In einer Humanprobe eines an LeberenfzQndung erkrankten Patienten 
aus Frankreich (Interne Nummer 119617) ein atypisches Reaktionsmuster von Hepatitis- 
Markem gefunden. 

Neben dem Krankheltsblld mit Erhohung der fOr eine derartige infektion typischen 
Lebenwerte weisen auch nachgewiesene Hepatitis Core AntikSrper der IgM-Kiasse auf eine 
akute HBV-lnfektion bin, ohne dass allerdings der HBsAg-Nachweis mit einem zugelassenen 
leistungsstariceri HBsAg-ELISA gelang. 

Eine durchgefOhrte PCR ergab Qberraschend bei der Probe ein positives Resultat und das 
Sequenzierungsergebnis fOhrte v6llig Qberraschend zu der In Abb. 3 und 4 dargestellten 
Nukleotid-Sequenz und der in Abb. 5 und 6 abgebildeten AminosSre-Sequenz. die beide 
unerwartet zu dem beschriebenen Substitutionsmuster fOhrten. 

Aus diesen Sequenzen wird deutlich, dass es sich vollig Qberraschend nicht um eine 
Punktmutation, d.h. Austausch weniger Nukleotide und auch nicht um einen m5glichen«eise 
serologisch zu charaklerisierenden Subtyp handeft, da insgesamt n=5 Aminosauren In der 
Region von aa 115 bis 181 gegenQber dem Genotyp A substltuiert vorliegen. Im Hinbltok auf 
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die HSufigkelt der Amihosaure-Subsfrtutionen ist Oberraschend davon auszugehen. dass es 
sich urn eine neue Mutante handelt oder dass die Mutationen so ausgepragt sind, dass die * 
Konsequienz eher als neue Variante zu beschreiben ist, die im Folgenden als HDB 05- 
Variante bezeic^net wird. - - / 

Die Analyse der besten Qberstimmung der Aminosauresequenz der a-D eterminante mi t 
bel<annten Sequenzen venweist auf Geriotyp A (Abb. 1), Subtyp adw (Abb. 2) von dem sich 
die neue Variante Oberraschend ailerdings in 4 aa-Positionen unterscheidet. Prominentestes 
Merkmal sind die 2 benachbarten Substitutionen in der Region zwischen aa 115 und 120 und 
zwischen aa 154 and 164 sowie die aa-Position # 181 in unmitteibarer Nachbarschaft der a- 
Det^frninantegema&Abb. 1,5und6. ~ j~ 

Da bekannt Ist, dass Epitope auf der a-Determinante strukturbedingt sind, dais heiBt als 
. sogenannte Konfomnationsepitope vorliegen konnen, ist es naheliegend, dass die 
Immunogenitat und auch die Bindefaliigkeit von Antik6rpem an die a-Detemiinante durdi 
den Aminosaure-Austausch in Position #181 beeinfluBt werden kahn. 

ScfilieSIicli wurde vollig Oberraschend eine Identitat der Nukleotid- und AminosSure-Sequenz 
. von Serumprobe # 119617 mit den entsprechenden Analysenresultaten einer unabiiangigen 
anderen Serumprobe aus Osterreich festgestellt (interne Nummer. 118457), die ebenfalls 
von einem an Lebierentzflndung erkrankten Patienten stammt. Daraus kann gesclilossen 
werden, dass es sich bei HDB 05 um eine replikationsfahige und infekliSse Mutante bzw. 
Variante von HBV handelt, die eine gewisse Verbreitung gefunden haben kann. , „ 

Die voriiegende Erilndung betrifft daher ein Oligo- oder Polypeptid umfassend eine 
Aminosauresequenz, die wenigstens 94 % Identitat zu SEQIDNO:13 hat Die in 
SEQ ID NO:13 gezeigte Aminosauresequenz entspricht den AminosSurepositionen 111 bis 
185 des S-Antigens von Hepatitis B, welches insgesamt eine LSnge von 226 Aminosauren 
aufweist Bevorzugte AusfQhrungsformen betreffen ein Oligo- oder Polypeptid umfassend 
eine Aminosauresequenz, die wenigstens 95%, wenigstens 96%, wenigstens 97%, 
wenigstens 98 % oder wenigstens 99 % Identitat zu SEQ ID NO: 13 hat. 

Die Erfindung betrifft auch ein Oligo- oder Polypeptid umfassend eine Aminosauresequenz, 
die wenigstens 97 %, wenigstens 98 % oder wenigstens 99 % Identitat zu SEQ ID NO:12 
hat Die in SEQlDNO:12 gezeigte Aminosauresequenz entspricht den 
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AminosSurepositionen 43 bis 196 des S-Anttgens des Hepatitis B-Virus, wetehes eine L§nge 
von 226 Aminosauren aufweisL 

Die Erfindung betrifft auch ein Oligo- Oder Polypeptid utnfessend eine.Aminosauresequenz, 
die wenigstens 94 %, wenigstens 95 %, wenigstens 96 %, wenigstens 97 %, wenigstens 
98 % Oder wenigstens 99 % Identitat zu SEQ ID NO:14 liat. Die in SEQ ID NO:14 gezelgte 
""Amihosauresequeriz'eri^^^ 
Hepatitis B-Virus, welches eine L§nge von 226 Aminosauren aufweist 

Die Bestimmung der Identitat zwischen zwef AminosSuresequenzen ist dem Fachmann an 
sich-'" bekannt und kann mrl Qblichen Computerprogrammen durchgefOhrt werden. 
Vorzugsweise wird die Bestimmung der Identitat mit dem Computerprogramm "Bestfit" der 
Genetics Computer Group (Madison, Wl) durchgefOhrt. Die Parameter werden in den 
Standardeinstellungen . (default) verwendet. Vorzugsweise wird die am Priontatstag der 
vorliegenden Anmeldung aktuelle Programmversion verwendet. EIn hoher Prozentwert der 
Identitat bedeutet eine hohe Entsprechung, Gleichheit Oder Aquivalenz zweier Sequenzen. 

Das erfindungsgemafie Oljgo- Oder Polypeptid kann auch eine AminosSuresequenz 
umfasseri, in der gegenQber SEQ ID NO: 13 null bis 4 Aminosauren substituiert, deletiert oder 
inseriert sind. In der Aminosauresequenz konnen auch 0 bis 3 Oder 0 bis 2 Aminosduren 
Oder 1 Aminosaure gegenuber SEQ ID NO:14 substituiert. deletiert oder inseriert sein. 
Substitutionen konnen auch die Aminosaurepositionen betreffen, die den Positionen 115, 
1 20, 1 54, 1 64 und/oder 181 des S-Antigens von HBV entsprechen. 

Das erfindungsgemaBe Oligo- oder Polypeptid kann auch eine Aminosauresequenz 
umfassen. in der gegenuber SEQ ID NO: 14 null bis 3 Aminosauren substituiert, deletiert oder 
inseriert sind. In der Aminosauresequenz konnen auch 0 bis 2 Aminosauren oder 1 
Aminosaure gegenQber SEQ ID NO:14 substituiert, deletiert oder inseriert sein. 
Substitutionen konnen auch die Aminosaurepositionen betreffen, die den Positionen 115, 
120, 154; 164 und/oder 181 des S-Antigens von HBV entsprechen. 

Das erfindungsgemalie Oligo- oder Polypeptid kann auch eine Aminosauresequenz 
umfassen, in der gegenQber SEQ ID NO:12 null bis 4 Aminosauren oder 0 bis 3 oder 0 bis 2 
Aminosauren oder 1 Aminosaure substituiert, deletiert oder inseriert sind. 
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Das Oligo- oder Polypeptid der vorilegenden Erfindung kann auch eine Aminosauresequenz 
umfassen. die eine Teilsequenz von SEQ ID N0:12 mit wenigstens 5 aufeinanderfolgenderi 
AminosSuren von SEQ ID NO:12 ist, wobel die Teilsequenz wenigstens eine der Positionen 
72. 78. 112. 122 und 139 von SEQ ID NO:12 einschHeBt Dlese-Afninosaurepositionen 
entsprechen den Posjtionen 115, 120, 154. 164 und 181 des S-Ahtigens von HBV. 
Vorzugsweise umfasst d ie Tei ls equenz wenigstens 6. bevorzugter wenigstens 7. am 
bevorzugtesten wenigstens 8 aufeinanderfolgende AminosSuren der in SEQ ID NO:12 
gezeigten Aminosauresequenz. In wefteren AusfQhrungsfonnen umfasst die Teilsequenz 
wenigstens 9, wenigstens 10. wenigstens 1 1 , wenigstens 12. wenigstens 13, wenigstens 14, 
wenigstens 15, wenigstens 20. wenigstens 25. wenigstens 30. wenigstens 35, wenigstens 
40.''wenigstens 45. wenigstens 50. wenigstens 55, wenigstens 60, wenigstens \65, 
wenigstens 70, wenigstens 75, wenigstens 80, wenigstens 85, wenigstens 90, wenigstens 95 
Oder wenigstens 100 aufeinanderfolgende AminosSuren der In SEQIDNO:12 g^eigten 
Aminosauresequenz. 

Vorzugsweise schlieUt die Teilsequenz zwei, drel, vier oder alle fQnf der Positionen 72, 78. 
112. 122 und 139 von SEQ ID NO:12 ein. 

Das erfindungsgemaBe Polypeptid kann auch ein Fragment eines HBs-Antigens eines 
Hepatitis B-Virus umfassen. wobei das Fragment eine Lange von wenigstens 5 Aminosauren 
hat. das HBs-Antigen an Position 115 Arginin, an Position 120 Glutamin, an Position 154 
lieucin. an Position 164 Valin und/oder an Position 181 Arginin aufweist. und das Fragment 
Arginin 115. Glutamin 120. Leucin 154, Valin 164 und/oder Arginin 181 umfasst Das Ol'^o- 
Qder Polypeptid kann ein, zwei, drei, vier oder fQnf dieser spezifischen - Aminosaurereste 
einschlieBen. 

Die Mindestiange der erfindungsgemaBen Ollgo- oder Polypeptide betragt 5, vorzugsweise 
6, bevorzugter 7, am bevorzugtesten 8 Aminosauren. Die Gesamtiange des Oligo- oder 
Polypeptids ist in der Regel 5 bis 1000 Aminosauren. vorzugsweise 6 bis 500 Aminosauren. 
bevorzugter 7 bis 300 Aminosauren, am . bevorzugtesten 8 bis 200 Aminosaur^. Die Ol^o- 
oder Polypeptide kSnnen auch Fremdaminosauren enthalten. die nicht vom Genom eines 
Hepatitis B-Virus kodiert werden. So kSnnen AminosSuren enthalten sein, die die Kopplung 
an feste Phasen erieichtern oder die Kopplung an Markierungssubstanzen errndglichen. Es 
kSnnen Aminosauren enthalten sein. die aufgrund der Klonierung entstanden sind und bei 
der rekombinanten Expression mit exprimiert wurden. SchlieBRch kann das 
erfindungsgemaBe Oligo- oder Polypeptid ein Fusionsprotein sein, das neben von HBV 
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abgeleiteten AmlnosSuren einen Fuslonspartner enthalt, z. B. eine "tag"-Sequenz, die die 
Reinigung erieiclitert, Oder ein Proteinanteil, der die L6sl!clikeit und/oder Ausbeute bei der 
rel<ombinanten Expression erli5ht. Derartige Fusionspartner sind dem Fachmann an sidh 
bekannL _ 

In einer anderen AusfQhmngsform enthalten die Oligo- oder Porypeptide keine 
Fremdamihosaure^ die" nicht vom Geno"^ 

bestehen diese Ollgo- oder Polypeptide aus eIner der oben und/oder in den AnsprOchen 
beschriebenen Aminosauresequenzen. 

Das^rfindungsgemaBe Oligo- oder Polypeptid isl-vorzugsweise immunogen7d.h. es kann 
eine Antikorperantwort in einem Saugerorganisnlus induzleren. Oblichenwelse enthalt das 
Oligo- Oder Pofypeptid wenigstens eine antigene Determinante oder wenigstens ein Epitop. 
In einer besonderen AusfQhrungsfomi enthalt das Oligo- oder Polypeptid ein Epitop, das in 
anderen HBV-Varianten, z. B. in Genotyp A, Subtyp adw, nicht enthalten isL 

Vorzugsweise umfasst das Oligo- oder Polypeptid eine der Aminosauresequenzen 
SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14. SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, 
SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21 und 
SEQIDNO:22. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein immunogenes Peptid oder eine Mischung 
immunogener Peptide, enthaltend eines oder mehrere der in diesec Anmeldung 
beschriebenen Oligo- oder Polypeptide. Das immunogene Peptid oder die immunogene 
Mischung kann das/die Oligo- oder Polypeptide alleine oder in Verbindung mit bekannten 
HBV-lmmunogenen enthalten. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch NukleinsauremolekQIe, die vom Genom 
der neuen HBV-Variante HDB 05 oder l\^utanten davon abgeleitet sind, insbesondere 
Nukleinsiuremolekule, die von dem Gen abgeleitet sind, das HSbAg kodiert.* 

Die Erfindung betrifft daher beispielsweise ein Oligo- oder Polynukleotid, das eine 
Nukleotidsequenz, die wenigstens 98 % Identitat zu SEQ ID NO:2 hat. umfasst. Die 
Nukleotidsequenz SEQ ID NO:2 kodlert fur die Aminosauresequenz SEQ ID NO:13. 
Bevorzugte AusfQhrungsformen betreffen ein Oligo- oder Polynukleotid umfassend eine 
Nukleotidsequenz, die wenigstens 99 % Identitat zu SEQ ID NO:2 hat. 
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Gegenstand der Erfindung ist auch ein Oligo- oder Polynukieotid umfassend eine 
Nukleotidsequenz. die wenigstens 99 % Identltat zu SEQ ID NO:1 hat. Die Nukleotidsequenz 
SEQIDNOrl kodiertfQrdieAminosauresequenzSEQ!DNO:12. - / 

Identitat Ist hier definlert als Grad der Gteichheit zwischen zwei StrSngen von zwei DMA 
Segmenten. AusgedrOckt wird die IdentitSt als prozentuaier Wert, indeirTdte ArEaihT 
identischer Basen zweier zu vergleichender Sequenzen geteilt durch die LSnge der IcQrzeren 
Sequenz und mit 100 muitlpliziert wird (Smith et al.. Adv. Appl. Mathem. 2: 482-489 (1981). 

Die'fiestimmung der Identitat zwischen zwel Aminosauresequenzen ist dem Fachmann arjr 
sich bekannt und , kann mit Qbllchen Computerprogrammen durchgefOhrt werdenP 
Vorzugsweise wird die Bestimmung der Identitat mit dem Computerprogramm "Bestfit" der 
Genetics Computer Group (Madison. WI) dufchgefOhrt. Die Parameter werrlen in den 
Standardeinstellungen (default) verwendet. Vorzugsweise wird die am Prioritatstag der 
vorliegenden Anmeldung aktuelle Programmversion verwendet Ein hoher Prozentwert der 
Identitat bedeutet eine hohe Entsprechung, Gleichhert oder Aquivalenz zweier Sequenzfen. 

Diese Bewertung ist auch auf Aminosauresequenzen von Peptiden und Proteinen 
anwendbar (Dayhoff, Atlas of Protein Sequences and Structure, M.O Dayhoff ed. 5 Suppl. 3: 
353-358, Nat. Biom. Res. Found., Washington D.C., USA, Gribskov, Nucl. Acids Res. 14 (6): 
6745-66763(1986). 

Die; Erfindung betrifft weiterhin ein Oligor oder Polynukieotid umfassend eine 
Nukleotidsequenz, in der im Vergleich zu SEQ ID NO:2 null bis 4 ISIukleotide substituiert, 
deletiert oder hinzugefOgt sind. In der Nukleotidsequenz kdnnen auch 0 bis 3 oder 0 bis 2 
Nukleotide oder 1 Nukleotid gegenuber SEQ ID NO:2 substituiert, deletierl oder inseriert 
sein. 

Das erfindungsgemalie Oligo- oder Polynukieotid kann auch eine Nukleotidsequenz 
umfassen, die eine Teilsequenz von SEQ ID NO:1 mit wenigstens 8 aufeinanderfolgenden 
Nukleotiden von SEQ ID NO:1 ist, wobei die Teilsequenz wenigstens eine der ^Positionen 
218. 233. 335, 365 und 416 von SEQ ID NO:1 einschlieBt Vorzugsweise umfasst die 
Teilsequenz wenigstens 9, bevorzugter wenigstens 10, am bevorzugtesten wenigstens 12 
aufeinanderfolgende Nukleotide der in SEQ ID NO:1 gezelgten Nukleotidsequervi. In 
weiteren Ausfuhrungsformen umfasst die Teilsequenz wenigstens 15. wenigstens 18, 
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wenlgstens 20, wenigstens 25, wenigstens 30, wenigstens 35, wenigstens 30, wenigslens 
35, wenigstens 40, wenigstens 45, wenigstens 60, wenigstens 60. wenigstens 70, 
wenigstens 80. • wenigstens 90, wenigstens 100, wenigstens 120, wenigstens 150, 
wenigstens 175, wenigstens 200, wenigstens 250 Oder wenigstens 300 aufeinanderfolgende 
Nukleotide der in SEQ.ID NO:1 gezeigten Nukleotidsequenz. 

Vorzugsweise schlieBt die feilsequenz zwei, drei, vier oder alle funf der Positionen 218, 233, 
335, 365 und 416 yon SEQ ID NO:1 ein. 

In einer anderen AusfOhrungsfonn umfasst das Oligo- oder Polynukieotid eine 
Nu1<leotidsequen2:, die unter stringenten Bedingungen, vorzugsweise speziftsch, mit einem 
zu der Sequenz SEQ ID NO: 1 komplementSren Polynukieotid hybridisiert. In wiederum 
anderen AusfQhrungsformen umfasst das Oligo- oder Polynukieotid eine Nukleotidsequenz, 
die unter stringenten Bedingungen, vorzugsweise spezifisch. mit einem zu der Sequenz 
SEQIDNO:2. SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6. SEQ ID NO:7, 
SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9. SEQ ID NO:10 und/oder SEQ ID NO:11 komplementSren 
Polynukieotid hybridisiert. Verfahren zur Bestimmung, ob eine gegebenes Oligo-* oder 
Polynukieotid mit einem anderen Polynukieotid hybridisiert, sind dem Fachmann an sich 
bekannt. Ein spezielles Beispiel fOr "stringente Bedingungen" sind folgende Bedingungen: a) 
16-stQndige Inkubation bei 42 In einer Lqsung entiialtend 50 % Formamid, 5xSSC (150 
mM NaCI, 15 mM Trinatriumcitrat), 50 mM Natriumphosphat pH 7,6, 5xDenhardt's Losung, 
10% Dbxtransulfat und 20 pg/ml denaturierte, gescherte Lachssperma-DNA; b) 
anschlieSend Waschen in O.lxSSC bei ungefahr 65*^0. Hybridisierungs- und 
Waschbedingungen sind dem Fachmann an sich bekannt und beispielhaft in Sambrook et 
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor, N.Y., 
(1989) angegeben. Eine Nukleotidsequenz hybridisiert spezifisch an ein gegebenes 
Polynukieotid, wenn sie nicht oder wesentlich schwacher an andere Nukleotidsequenzen 
hybridisiert. Im vorfiegenden Fall kann das bedeuten, dass die Nukleotidsequenz riicht oder 
nur schwach an fQr HBsAg kqdierende Polynukleotide aus herkommllchen HBV-Varianten 
(z. B. Genotyp A, Subtyp adw) hybridisiert. 

Die Erfindung betrifft auch ein Oligo- oder Polynukieotid umfassend eine Nukleotidsequenz, 
die fQr ein erfindungsgemaBes Oligo- oder Polypeptid kodiert, wie es in dieser Anmeldung 
beschrieben ist. Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein Oligo- oder Polynukieotid 
umfassend eine zu den oben beschriebenen Nukleotidsequenzen komplementdre 
Nukleotidsequenz. 
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Die Mindestlange der erfindungsgemaSen Oligo- oder Polynukleotide betragt 6, 
vorzugsweise 8, bevorzugter 10, am bevorzugtesten 12 Nukleotlde. Die GesamtlUnge des 
Oligo- Oder Polynukleotids 1st In der Regel 6 bis 3000 Nukleotide, vorzugsweise 6 bis 1500 
Nukleotide, bevorzugter 8 bis 900 Nukleotide, am bevorzugtesten 8 bis 600 Nukleotide. Die 
Oli go- Od e r Polynukleotide konnen auch Nukleotide enthalten, die n i cht v om Geno m eines 
Hepatitis B-Virus herstammen. So konnen Nukleotide enthalten sein, die fQr bestimmte 
Arninosauren kodieren, die gewunschte Funktionen erfQIIen sollen, vine oben beschrieben. Es 
kannen Nukleotide enthalten sein, die aufgrund der Klonierung entstanden sind, z. B. um 
bestimmte Schnittstellen einzufuhren. SchlieQIich kann das erfindungsgema&e Oligo- Oder 
Poljriukleotid fQr ein Fusionsprotein kodieren, das neben von HBV abgeleiteten 
Arninosauren einen Fusionspartner enthSIt, z. B. eine "tag"-Sequenz, die die Relnigung 
erleichtert, oder ein Proteinanteil, der die Loslichkeit und/oder Ausbeute bei der 
rekombinanten Expression erhSht. Derartige Fusionspartner und die ste kodierende DNA 
sind dem Fachmann an sich bekannt. 

Bevoizugte Oligo- oder Polynukleotide der vorliegenden Erfindung umfassen eine 
Nukleotidsequenz, die ausgewahit ist aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NO:1, 
SEQIDNO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5. SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, 
SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 und SEQ ID NO:11. 

Die erfindungsgemaSen Polynukleotide k5nnen auch markiert sein, beispielsweise durch 
eine Fluoreszenzmarkierung oder eine radioaktive Markierung. Derartige Polynukleotide 
kdnnen vbrteilhaft in einer Hybridisierungsreaktion oder einer Polymerasekettenreaktion 
(PGR) eingesetzt werden. 

Die Erfindung betrifft auch einen Vektor oder ein Plasmid enthaltend ein Oligo- oder 
Polynukleotid gemaB der Erfindung. Das Plasmid kann beispielsweise ein Klonierungsvektor 
sein, der dazu dient, die Nukleinsaure in Wirtszelien zu vermehren oder bestimmte 
Restriktionsschnittstellen zur Verfugung zu stellen. Expressionsvektoren sind Vektoren, die 
die Expression der klonierten Nukleinsaure in Wirtszelien eriauben. Wirtszelien konnen 
verschiedene prokaryontische oder eukaryontische Zellen sein. Prokaryontische Wirtszelien 
sind z. B. bakterielle Zellen wie E. co//-Zeilen. Die erfindungsgema&en Expressionsvektoren 
kSnnen bestimmte Steuerelemente wie z.B. Promotoren oder Bindungsstellen fOr 
Repressionsfaktoren enthalten. In einer weiteren AusfQhrungsform enthalten die 
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Expressionsvektoren einen Nukleinsaureabschnitt, der fQr einen Teil eines Fustonsproteins 
kodiert. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls eine ZelIe,.z..B. eine Wirtszelle, die ein erfindungsgemaiies 
Polynukleotid, Plasmid oder einen erfindungsgemaBen Vektor enthStt Die \A/irtS2elIen 
konnen unter geeigneten Bedingungen kultiviert werden. so dass eine Transkription der 
enthaltenen Nukleinsaure und nachfolgende Translation stattfihdet Die ErFindiing betrifft 
auch ein Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids, bei dem man ein Polynukleotid, ein 
Plasmid oder einen Expressionsvektor der Erfindung in Wirtszellen einbringt und die 
Wirtszellen unter Bedingungen kultiviert, die zur Expression des Polypeptids fQhren. 
Geg^benenfalls kann anschlieSend das Polypeptid aus den Wirtszellen gewonnen werden. 
Vorzugsweise findet die Herstellung des Polypeptids in Sakterien. am bevorzugtesten in 
E. co//-2ellen statt. Geeignete Mittel und Bedingungen zur Kultivierung sind beispielsweise in 
Ausubel et al. (1993) "Cun-ent Protocols in Molecular Biology" beschrieben. Die Gewinnung 
des exprimierten Polypeptids geschieht nach fQr den Fachmann an sich bekannten 
Methoden. Verschiedene Verfahren zur Proteinreinigung sind beispielsweise beschrieben in 
Scopes R. (1994) "Protein Purification: Principles and Practice" (3rd edition) Springer Veriag. 

Die Polypeptide und Peptide der vorliegenden Erfindung konnen jedoch auch chemisch 
dUrch bekannte Verfahren wie z.B. Festphasensynthese hergestellt werden. Ebenso konnen 
die erfindungsgemaBen Polynukleotide durch bekannte Verfahren der chemischen Synthese 
hergestellt werden. Durch chemische Synthese erhaltene Polynukleotidfragmente konnen 
dann auch enzymatisch durch Ligasen verknQpfl werden. Die erfindungsgetnSBen Oligo- 
Oder Polynukleotide konnen auch durch "site-directed mutagenesis" aus bekannten 
Sequenzen hergestellt werden, indem an bestimmten Positionen Punktmutationen eingefQhrt 
werden. Derartlge Verfahren sind dem Fachmann an sich bekannt. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein AntikSrper, der an ein erfindungsgemaBes Oligo- 
Oder Polypeptid bindet. Solche Antikorper konnen auf bekannte Welse hergestellt werden, 
entweder mittels eines Oligo- oder Polypeptids der Erfindung, z. B. eines Peptids mit einer 
der Sequenzen SEQ ID NO:12 bis 22, oder eines Fragments davon (Harlow und Lane (1988) 
Antibodies: A Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory). Es kann sich um 
polyklonale oder monoklonale Antikorper handein, monoklonale AntikSrper sind aber 
bevorzugt Vorzugsweise handelt es sich um spezifische Antikorper, die gegen das HBsAg 
der neuen HBV-Variante gerichtet sind. die aber HBsAg aus anderen^HBV-Varianten, z. B. 
Genotyp A Subtyp adw, nicht erkennen. Solche Antikorper konnen erhalten werden, indem 
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aufgrund eines Sequenzvergleichs der Aminosauresequenzeri des neuen HBsAg und 
HBsAg BUS bekannten Stammen Peptide ermittelt werden, die spezifisch fQr das neue 
HBsAg sind, und diese Peptide zur Herstellung der Antikorper verwendet werden. Es ist 
auch moglich, eine Mischung polyklonaler Antikorper hereustellen und sie durch lnkubatto^ 
mit bekanntem HBsAg zu depletieren. In einer anderen AusfQhrungsfonn erkennt der 
Antikorper nicht nur d as neue HBsAg, sonde m auch bekannte HBsAg-Varianten. Dadurch ist 
es moglich, gleichzeitig verschiedene Varianten von HBsAg zu detektieren. 

Der Antik5rper der Erfindung kann an ein Oligo- oder Polypeptid binden, das aus einer 
Aininosauresequenz besteht, die ausgewahit ist aus der Gruppe bestehend aus 
SE$ ID NO:12. SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14. - SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:.16, 
SEQ ID NO:17, SEQ ID Np:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21 und 
SEQ ID NO:22. Efesonders bevorzugt bindet der Antikorper an ein Oligo- oder Polypeptid, 
das aus einer Aminosauresequenz besteht, die ausgewShlt ist aus der Gruppe bestehend 
aus SEQIDNO:17. SEQIDNO:18, SEQIDNO:19. SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21 und 
SEQ ID NO:22. In einer besonderen Ausfuhrungsfomi bindet der Antikarper nicht an die a- 
Determinanten der bekannten HBV-Genotypen A. B, C,-D, E und F (siehe Abb. 1). In einer 
besonderen AusfQhrungsfonn bindet der Antikorper nicht an die a-Determinante von HBV 
Genotyp A, Subtyp adw. 

Ein weilerer Gegenstand der Erfindung ist ein anti-idiotypischer Antikorper, der eine 
Aminosauresequenz eines erRndungsgemalien Oligo- oder Polypeptids reprasentiert. 
Verfahren zur Herstellung antiidiotypischer Antikorper sind dem Fachmann an.siqh bekannt. 

Die Erfindung betrifft auch einen Testkit zum Nachweis von Hepatitis B-Viren, enthaltend ein 
erfindungsgemBes Oligo- oder Polypeptid, ein erfindungsgemaBes Oligo- oder Polynukleotid 
und/oder eInen erfindungsgemaBen Antikorper. 

Die Erfindung bezieht sich auch auf ein immunogenes Peptid oder eine Mischung 
immunogener Peptide, enthaltend ein oder mehrere erfindungsgemaBen Oligo- oder 
Polypeptide alleine oder in Verbindung mit bekannten HBV-lmmunogenen. 



Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis eines Hepatitis B- 
Antigens, dadurch gekennzeichriet, dass (a) eine Probe mit einem erfindungsgemaBen 
Aritikorper unter Bedingungen inkubiert wird, die die Bildung eines Antigen-Antikorper- 
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Komplexes gestatten; und (b) ein Antigen-Antikerper-Komplex, der den Antikarper enthaft, 
nachgewiesen wird. 

Es kSnnen monoklonale oder polyklonale Antikorper (oder Mischungen bzw. Fragmente 
davon oder Mischungen von Fragmenten), die mit Epitopen der neuen HBV Variants 
reagleren, dazu venwendet werden, die a-Determinante der erfindungsgemaBen HBV 
Variante In Form der gesamteh Polypeptidsequenz o^^ feilen davon 
Untersuchungsproben zu bestimmen: HBsAg der HDB 05-Variante. 

Dem Fachmann ist eine Vielzah! von Bestirhmungsmethoden geldufig, bel denen mit einem 
od^ mehreren monoklonalen Antikorper(n) oder polyklonalen Antlkorpem (oder Mischungen 
davon bzw. Fragmenten oder Mischungen von Fragmenten), die spezifisch fQr die a- 
Determinante der HBV Variante sind, Immunkomplexe gebildet oder derep Bildupg gehemmt 
werden. 

Eine spezlelle AusfQhrung stetit der sogenannte Enzymimmunoassay dar, von dem ein 
m5g!iches Testprinzip im folgenden beispieihaft beschrieben wird, ohne jedoch die 
erRndungsgemaUe Idee darauf zu beschrdnken: 

Bel dem sehr welt verbreiteten sogenannten Sandwich-Prinzip werden auf einem geeigneten 
Trager (z.B. MIKropartikel oder OberflSche von Vertiefungen einer Mikrotitrationsplatte) 
immobilisierte Aiiitikdrper oder Fragmente davon mit der Untersuchungsprobe Inkubiert. An 
die Antikorper gebundenes HBsAg wird nach Entfemen Qberschussiger Ptobe detektiert, 
indem eine weitere Inkubation erfolgt mit Antl-HBs-Antikarpem (monoklonal oder polyklonal 
Oder Fragmente bzw. Mischungen dieser Fragmente), die mit einer Sonde versehen sind. Als 
Sonde wird haufig ein Enzym eingesetzl, dessen katalytische Umsetzung (nach Entfemen 
des QberschQssigen Reagenzes) eines geeigneten Substrates zu einer Farbreaktlon fOhrt, 
die photometrisch gemessen wird und deren Intensltat dem in der Probe vorhandenen 
HBsAg-Gehalt proportional Ist. 

Neben dieser spezlellen Ausfuhrungsform sind auch Methoden bekannt, die homogener 
Natur sind (d.h. kelne bound/free Trennung erfordern), die ganz ohne Sonde auskommen 
(Z.B. Agglutinationsverfahren), mit bloBem Auge auswertbar sind- <z.B. radiale 
Immundlffuslon) oder sich anderer Sonden (z.B. radioaktive Isotope oder 
Chemilumineszenz) bzw. mehrerer Sonden bedlenen (wie z.B. Das Biotin/Streptavldln- 
System). 
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All diese Ausfuhrungsformen entsprechen dem Stand der Technik. so dass unter 
"Bestimmung von HBsAg der neuen HBV Variante" mil der vorliegenden Erfindung alle 
Verfahren verstanden werden, die sfch zum Nachweis von Polypeptidsequenzen oder- 
Antigenen der neuen HBV Variants eignen, ungeachtet ob alleine das HBsAg der neuen 
Variante bestlmmt wird oder in Verbindung mit HBsAg von bekannten a-Determinanten 
und/oder bekannten Mutatipnen in der a-Region. 

Ebenso ist es mSglich, aus dkonomischen GrQnden eine HBsAg-Bestimmung mit einer 
Nachweismethode gegen einen weiteren Analyten (2.B. HIV-Antigen oder die gleichzeitige ' 
Bestrifinriung von HBV Varianten-HBsAg und dage'geh gerichtdte spezifische Antik6rper) In 
einem Testansatz (differenzierend oder nicht-drfferenzierend) zu kombinieren. 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zum Nachweis von Antikdrpem, die gegen ein 
Hepatitis B-Antigen gerichtet sind, dadurch gekennzeiclinet, dass (a) eine Probe mit einem 
erTindungsgemaQen Oligo- oder Polypeptid unter Bedingungen inkubiert wird, die die Bildung 
eines Antigen-Antik5rper-Komplexes gestatten; und (b) der Antik6rper-Antigen-Komplex« der 
das Oligo- oder Polypeptid enthSIt, nachgewiesen wird. 

Eine spezielle Ausfuhrung stellt der sogenannte Enzymimmunoassay dar, von dem ein 
mSgiiches Testprinzip im folgenden beisptelhaft beschrieben wind, ohne jedoch die 
erfindungsgemaBe Idee darauf einzuschranken: 

Bei dem sehr weft verbreiteten sogenannten Sandwich-Prinzip werden auf einem geeigneten 
TrSger (z.B. Mikropartikel oder Oberfiache von Vertiefungen einer Mikrotitrationsplatte) 
immobllisierte Epitop-tragende Polypeptid- oder Protein-Sequenzen mit der 
Untersuchungsprobe inkubiert. An die Epitope gebundene Antikorper werden nach Entfemen 
uberschOssiger Probe detektiert. indem eine weitere Inkubation erfolgt mit Epitop-tragenden 
Polypeptid- oder Protefn-Sequehzen. die mit einer Sonde versehen sind. Als Sonde wird 
haufig ein Enzym eingesetzt, dessen katalytische Umsefzung (nach Entfemen des 
uberschQsslgen Reagenzes) eines geeigneten Substrates zu einer Farbreaktion fOhrt, die 
photometrisch gemessen wfrd und deren Intensitat dem in der Probe vorhandenen 
Antikorpergehalt proportional ist. 

Neben dieser speziellen Ausfuhrungsform sind auch Methoden bekannt, die homogener 
Natur sind (d.h. keine bound/free Trennung erfordern), die ganz ohne Sonde auskommen 



wo 2004/113369 PCT/EP2004/006515 

-19- 

(Z.B. Agglutinatlonsverfahren), mit blo&em Auge auswertbar sind (2.B. radiale 
Immundiffusion) oder sich anderer Sonden (z.B. radioalctive Isotope oder 
Chemilumlneszenz) bzw. mehrerer Sonden bedienen (wie z.B. Das Biotin/Streptavidin- 
System). ^ _ • 

. • ✓ 

Ebenso konnen die Polypeptidstmkturen der HBV Variante durch anti-idiotypische Antikdrper 
dargesteilt we^^^ oder durch Wahl ""dhes^ ge^^^^ 

spezifisch^ monoklonale oder polyklonale Antikarper zur Bestimmung von Anti-HBs- 
Antikorpem (z.B. in einem kompetitiven Testformat) herangezogen werden. Es ist ebenso 
bekannt, dass durch Wahl des Teistprinzips auch eine DifferercJierung der Immunglobulin- 
KlaCsen erfolgen kann (z.B, durch das "mdirekte" Verfahren .mit-einem zweiten Klassen- 
spezifischen Antikorper (z,B. IgG oder IgM spezifisch) mit sShde oder mit Hilfe des 
sogenannten Ariti-ji-Prinzips (IgM spezifisch). NatQrIich mOssen die Methoden und 
Materialen (inkl. Sonde und Polypeptidsequenzen) dem jeweiligen 23el angepa&t werden. 

All diese AusfQhrungsformen entsprechen dem Stand der Technik. so dass unter 
"Bestimmung von Antikorpem, die fOr die a-Detemiinante der neuen HDB 05-Variante 
spezifisch sind" mit der vorliegenden Erfindung alle Verfahren verstanden werden. die sich 
zum Nachweis von Immunglobulinen lind/oder Imrnunglobulin-Klassen gegen die neue HBV 
Variante eignen, ungeachtet ob alleine der Antikorper gegen die neue Variante gesucht wird 
Oder in Verbindung mit Antikorpem gegen bekannte a-Determinanten und / oder bekannte 
Mutationen in der a-Region. 

In einem anderen Veri'ahren kann eine Hepatitis B-Nukleinsaure nachgewiesen werden. 
Dieses Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dass (a) eine Probe mit einem 
erfindungsgemaGen Oligo- oder Polynukleotid unter Bedingungen Inkubiert wird, die die 
selektive Hybridisierung des Oligo- oder Polynukleotids mit einer Hepatitis B-Nuk!eins§ure in 
der Probe gestatten; und (b) bestimmt wird, ob Polynukleotidduplexe gebildet wurden, die 
das Oligo- oder Polynukleotid umfassen. 

Die Hepatitis B-Nukleinsaure kann auch dadurch nachgewiesen werden, dass (a) eine Probe 
mit wenigstens einem erfindungsgemalien Oligo- oder Polynukleotid unter Bedingungen 
inkubiert wird. die die selektive Hybridisierung des Oligo- oder Polynukleotids mit einer 
Hepatitis B-Nukleinsaure in der Probe gestatten; (b) eine Polymerasekettenreaktion 
durchgefOhrt wird; und (c) bestimmt wird, ob eine Nukleinsaure amplifiziert wurde. 
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Die Erfindung betrifft auch die Verwendung eines erfindungsgemaUen Oligo- Oder 
Polynukleotlds als Primer und/oder als Sonde. Die vortiegenden Nukleotidsequenzen konnen 
benutzt werden, urn Primer und/oder Gensonden herzustellen, weshalb auch Kits, enthaltend 
Primer und/oder Sonden zum Nachwels von HBV Varianten-spezlfischer Nuklelnsaure 
entweder alleine oder jn Verblndung mit bekannten HBV Nukleotidsequenzen in Untersu- 
chungsproben ebe nfa lls Gegenstand der Erfindu ng sind. 

Auf Basis der vorilegenden Nukleotidsequenzen konnen Primer entwickelt werden, die in der 
sog. "Polymerase Chain Reaction" (PGR) Venwehdung finden. Die PGR stellt eine Methode 
dar, um eine gewQnschte Nukleotidsequenz einer Nuklelnsaure oder eines 
Nukfelnsauregemlsches zu amplifizleren. Dabei werden die Primer jeweite spezifisch durch 
eine Polymerase mit der gewQnschten NukleinsSure als Leseraster veriSngert ' Nadi 
Dissoziation von dem Originalstrang werden :neue Primer hybridisiert und wiederum durch 
die Polymerase veriangert, Durch Wiederhplung dieser Zyklen wird eine Anreicherung der 
gesuchten Zielsequenz-MolekOle enreicht. 

In Bezug auf Nuklelnsauretests (NAT) ist es mogllch, Nukleotid-Sequenzen der vorilegeriden 
Erfindung zu verwenden. um DNA-OIigomere von 6-8 Nukleotiden oder gro&er herzustellen, 
die geeignet sind, als Hybridislerungssbnden das virale Genom der hier beschriebenen HBV 
Variante In Personen nachzuweisen, die nioglicherwelse die Virus-Variante tragen, oder z.B. 
im Blutspendewesen Blutkonserven auf Vortiandensein des Varianten-Genoms entwedier 
gezielt Oder In Kombinailon mit dem Nachwels von Nukleotidsequenzen bekannter HBV 
Varianten und/oder HBV-Mutatanten zu screenen. .. . 

Ebenso kfinnen auf Basis der gefundehen Nukleotidsequenzen der neuen HBV Variante 
entsprechende Primer entwickelt werden, die fur die neue Variante spezifisch sInd oder 
sowohl die neue Variante als auch im Stand der Technik bekannte Varianten detektieren. 
konnen. 

Ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist ein isollertes Hepatitis B-Virus, das 
ein HBs-Antlgen aufweist, das eine Aminosauresequenz mit wenigstisns 97 %. wenigstens 
98 % Oder wenigstens 99 % Identitat zu SEQ ID NO:12 umfasst Vorzugsweise umfasst das 
HBs-Antigen des erfindungsgemalien Virus die Aminosauresequenz SEQ ID NO:12. 
SchlieHlich betrifft die Erfindung auch Kulturen von Gewebezellen, die mil der 
erfindungsgemaSen HBV-Variante infiziert sind ebenso wie die isolierte-HBV Variante selbst 
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Auch eine immunogene Zubereltung, die die atlenuierte oder inaktlvierte HDB 05-Variante 
von HBV enthalt, ist Gegenstand der Erfindung, 

Die Erfindung betrifft -auch die Venwendung eines erfindungsgemaBen Oligo- oder 
Polynukleotids oder eines erfindungsgemafSen Oligo- oder Polypeptlds zur Herstellung eines 
Aizneimittels zur Behandlung oder Vbrbeugung einer HBV-lnfeklion. Insbesondere konnen 
die erfindungsgemaBen Oligo- oder Polynukleotide bzw. Oligo- oder Polypeptide zur 

Herstellung eines Impfstoffe gegen HBV verwendet werd^n. 

■ fr 

Femer schlleBt die Erfindung auch eine Vakzine ein umfassend ein Poiypeptid der 
vorliegenden Erfindung und ein gebrauchliches Adjuvans (z.B. Freund'sches adjuvans, 
Phosphat-gepufferte Saline o.a.). Eine derartige Vakzine kann dazu verwendet werden, um 
die Bildung von Antikorpern in SSugetieren anzuregen. Ahnlich umfasst die Erfindung ein 
Partikel, das eine Nicht-Varianten spezifische AminosSure-Sequenz beinhaltet, die eine 
Partikel-BildLftig induziert zusammen mit einem Epitop-enthaltenden Poiypeptid, das 
spezifisch fur die erfindungsgemSBe HBV Variante ist 

Die Nukleotidsequenzen der Erfindung k5nnen auch dazu verwendet werden, sog. Antisense 
Oligonukledtide darzustellen (gegebenenfalls fiQr therapeutische Zwecke). 

Weftere Aspekte der vorliegenden Erfindung sind die folgenden Gegenstande (1) bis (21): 

(1) Isoliertes Oligo- oder Polynukleotid mit einer der Sequenzen ausgewahll aus der Gruppe 
von Seq Id no:1 bis Seq id no:1 1: 

SEQIDNOrl 

127 GGGGGATCAC CCGTGTGTCT TGGCCAAAAT TCGCAGTCCC CAACCTCCAA 
TCACTCACCA ACCTCCTGTC CTCCAATTTG TCCTGGTTAT CGCTGGATCT 
GTCTGCGGCG TTTTATCATA TTCCTCTTCA TCCTGCTGCT ATGCCTCATC 
TTCTTATTGG TTCTTCTGGA TTATCAAGGT ATGTTGCCCG TTTGTCCTCT 
AATTCCAGGA TCAACAAGAA CCAGTACGGG ACAATGCAAA ACCTGCACGA 
CTCCTGCTCA AGGCAACTCT ATGTTTCCCT CATGTTGCTG TACAAAACCT 
ACGGATGGAA ATTGCACCTG TATTCCCATC CCATTGTCCT GGGCTTTCGC 
AAAATACCTA TGGGTGTGGG CCTCAGTCCG TTTCTCTTGG CTCAGTTTAC 
TAGTGCCATT TGTTCGGTGG TTCGTAGGGC TTTCCCCCAC TGTTTGGCTT 
TCAGCTATAT GG 588 
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S£QIDNO:2 

331 CCAGGATCAA CAAGAACCAG TACGGGACAA TGCAAAACCT GCACGACTCCT 
GCTCAAGGCA ACTCTATGTT TCCCTCATGT TGCTGTACAA AACCTACGGA 
TGGAAATTGC ACCTGTATTC CCATCCCATT GTCCTGGGCT TTCGCAAAAT 
ACCTATGGGT GTGGGCCTCA GTCCGTTTCT CTTGGCTCAG TTTACTAGTG 
CCATTTGTTC GGTGGTTCGT AGGG 555 



SEQIDNOiS -~ 

331 CCAGGATCAA CAAGAACCAG TACGGGACAA TGCAAAACCT GCACGACTCC 
TGCTCAAGGC AACTCTATGT TTCCCTCATG TTGCTGTACA AAACCTACGG 
ATGGAAATTGC ACCTGTATT CCCATCCCAT TGTCCTGGGC TTTCGCAAAA 
TACCTATGGG TGTGGGCCTC AGTCCGTTTC 510 



SEQ ID NO:4 

331 CCAGGATCAA CAAGAACCAG TACGGGACAA TGCAAAACCT GCACGACTCC 
TGCTCAAGGC AACTCTATGT TTCCCTCATG TTGCTGTACA AAACCTAC^^G 
ATGGAAATTG CACCTGTATT CCCATCCCAT TGTCCTGGGC TTTCGCAAAA 
TACCTATGGG 
TGTGG 495 



S£QIDNO:5 

331 CCAGGATCAA CAAGAACCAG TACGGGACAA TGC7VAAACCT GCACGACTCC 
TGCTCAAGGC 390 



SEQIDNO:6 

331 CCAGGATCAA CAAGAACCAG TACGGGACAA 360 



SEQIDNO:? 

343 AGAACCAGTA CGGGACAATG CAAAACCTGC ACGACTCCTG CTCAAGGCAA 
CTCTATGTTr CCCTCATGTT GCTGTACAAA ACCTACGGAT GGAAATTGCA 
CCTGTATTCC CATCCCATTG TCCTGGGCTT TCGCAAAATA CCTATGGGTG 
TGG 495 



SEQ ID NO:8 

343 AGAACCAGTA CGGGACAA 360 



SEQ ID NO:9 

460 TTGTCCTGGG CTTTCGCAAA ATACCTATGG GTGTGGGCCT CAGTCCGTTT 

CTCTTGGCTC AGTTTACTAG TGCCATTTGT TCGGTGGTTC GTAGGG 555 



SEQIDNO:10 

460 TTGTCCTGGG CTTTCGCAAA ATACCTATGG GTGT<^GCCT CAGTC<K3TTT 
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C 510 
SEQ m NO:ll 

462 TTGTCCTGGG CTTTCGCAAA ATAGCTATGG GTGTGG 495 

(2) Ollgo- Oder Polynukleotid gemali (1), das zu jeweils mindestens 65% oder 66% Oder 67% 
~6der 68% bder iB9% oder 70% oder 71% oder 72% oder 73% dder 74% 

odeir 77% oder 78% oder 79% oder 80% oder 81% oder 82% oder 83% oder. 84% oder 85% _ 
Oder 86% oder 87% oder 88% oder 89% oder 90% oder 91% oder 92% oder 93% oder 94% 
Oder 95% oder 99% oder 97% oder 98% oder 99% mit eioer der Sequenzen ausgewShlt aus 
der-^ruppe von Seq id rio:1 bis Seq id no: 11 identisch isL r 

(3) Oligo- Oder Polynukleotid gemalJ (1) oder (2). das mit einem Ollgo- oder Polynukleotid, 
welches eine zu einer der Sequenzen, ausgewahit aus der Gruppe von Seq id no:1 bis 
Seq id no:11, komplementare Sequenz hat, unter stringenten Bedingungen hybridisiert. 

(4) Isoliertes Oligo- oder Polynukleotid, welches fQr HBs-Antigen des Hepatitis B-Virus 
kodiert und ein Oligo- oder Polynukleotid gemaB einem der Gegenstande (1) bis (3) enth§lt 

(5) Fragment eines Oligo- oder Polynukleotids, welches fQr HBs-Antigen des Hepatitis B- 
Virus kodiert, dadurch gekennzeichnet. dass das Fragment eIn Oligo- oder Polypeptid 
gemsa einem der Gegenst3nde (1) bis (3) enthalt. 

(6) Isoliertes Oligo- oder' Polynukleotid, welches fflr die a-Determinante des HBs-Antigens 
des Hepatitis B-Virus kodiert und ein Oligo- oder Polynukleotid gemSB einem der 
Gegenstande (1) bis (3) enthalt. 

(7) Primer, der fQr ein Oligo- oder Polynukleotid gemaB einem der Gegenstande (1) bis (6) 
spezifisch ist. 

(8) Vektor, der mindestens ein Oligo^ oder Polynukleotid gemaB einem der GegenstSnde (1) 
bis (5) enthalt 

(9) Wirtszelle, die einen Vektor gemSB (8) enthalt. 

(10) Oligo- Oder Polypeptid welches durch ein Oligo- oder Polynukleotid gemSB einem-der 
Gegenstande (1) bis (5) kodiert wird. 
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(11) Isoliertes Oligo- oder Polypeptid, das eine Aminosauresequenz ausgewShlt aus der 
Gruppe von Seq id no:12 bis Seq id no:22 hat 



Seq id no.: 12 
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Seq id no.: 15 ' ■ 

lllPG STRTST G QCK T CTTPA 

QGN S MFPSCCC T KP T DGNCT 

C I P I PL S WAFA KYL WVW 165- - 



Seq id no.: 16 

lllPG STRTST G QCKTCTTPA 
Q G 130 



Seq id no.: 17 
lllPG STRTST G Q 



120 



Seq id no.: 18 

115 RT S TGQCK TCTTPAQG 

MF P S CCCTKP TDGNCTC I 

P L S W A F A K .Y L 'W V W 165 



N 
P 



S 
I 



Seq id no.: 19 
115: R T S T G Q 120 
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Seq id no.: 20 

.154 P I PLSWAFAKYLWVWASVR 
F SWLS LLVPFVRWFVGL 185 



Seq id no.: 21 

1S4_ P I P L SWAF A K_Y LW VWASVR 

F *■ 170 ■ ' ' ' " 7'"" 

Seq id no.: 22 " 

154: P I PL. SWAF AKYLWVW 165 

(12) Oligo- Oder Polypeptid gemali (10) oder (11), das zu jeweils mindestens 65% oder 66% 
Oder 67% oder 68% oder 69% oder 70% oder 71% oder 72% oder 73% oder 74% oder 75% 
Oder 76% oder 77% oder 78% oder 79% oder 80% oder 81% oder 82% oder 83% oder 84% 
Oder 85% oder 86% oder 87% oder 88% oder 89% oder 90% oder 91% oder 92% oder 93% 
Oder 94% oder 95% oder 99% oder 97% oder 98% oder 99% mit einer der Sequenzen. 
ausgewahit aus der Gruppe von Seq id no: 12 bis Seq id no:22, identisch ist. 

(13) Isoliertes Polypeptid entsprechend der Sequenz des HBs-Antigens des Hepatitis B- 
Virus, dadurch gekennzeichnet, dass es ein Oligo- oder Polypeptid gemSfl einem der 
Gegenstande (10) bis (12) enthatt. ; 

i 

(14) Fragment eines Polypeptids, welches der Sequenz des HBs-Antigens des Hepatitis B- 
Virus entspricht, dadurch gekennzeichnet, dass das Fragment ein Oligo- oder Polypeptid 
gemaS einem der Gegenstande (10) bis (12) enthSlt. 

(15) Isoliertes Polypeptid, welches fQr die a-Determinante des HBs-Antigens dies Hepatitis B- 
Virus kodiert, dadurch gekennzeichnet, dass es ein Oligo- oder Polypeptid gemSH einem der 
Gegenstande (1 0) bis (1 2) enthalt. 

(16) Monoklonaler oder polyklonaler Antikorper, der an HBs-Antigen, enthaltend ein Oligo- 
oder Polypeptid gemall einem der Gegenstande (10) bis (15) bindet, der an HBs-Antigen 
eines Hepatitis B-Wildtypvirus aber nicht oder wenigstens signifikant schwacher bindet 

(17) Ein anti-idiotypischer Antikorper, der eine Aminosauresequerc gemSB einem der 
Gegenstande (10) bis (15) reprasentiert 
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(18)Testklt zum Nachweis oderzur Bestimmung mittels einer HybridjsIeaingsreakt}on einer 
NukleinsSure, die fQr eine Variante oder Mutante des Hepatitis B-Virus spezifisch ist, unter 
Verwendung mindestens eines Oligo- oder Polynukleotids gemal^ einem oder mehreren der 
Gegenstande (1) bis (J\. 



(19) Testklt zum immunchemischen Nachweis oder zur immunchemischen Bestimmung 
eines Antigens, das fQr eine Variante oder Mutante des Hepatitis B-Virus spezifisch 1st, unter 
Verwendung mindestens eines monoklonaien oder polyklonaien Antikorpers gemaH (16). 

(20]r^estkJt zum immunchemischen l^achweis oder zur immunchemischen Bestimmung 
eines gegen eine Variante oder l^yiutante des Hepatitis B-Viru5 gerichteten Antikorpers unter 
Verwendung mindestens eines Oligo- oder Poiypeptids gemaB einem der Gegenstande (10) 
bis (15). 

(21) Immunogenes Peptid oder Mischung immunogener Peptide enthaltend ein oder 
mehrere Oligo- oder Polypeptide gemafi einem oder mehreren der Gegenstande (3) und (4) 
alleine oder in Verbindung mit bekannten HBV-lmmunogenen. 

Die vorliegende Erfindung umfasst eine isolierte Nukleotid-Sequenz, die zu mindestens 65 % 
mit Seq id no. 1 identisch ist bzw. mit eiriern Fragment dieser in Abb. 3 und 4 dargestellten 
Sequenz, das spezifisch zum Komplement der SEQ ID NO:1 bis 1 1 hybridisiect . 

Zusatzlich beinhaltet die vorliegende Erfindung eine isolierte Nukleotid-Sequenz, die die 
vorliegende erfindungsgema&e Variante der a-Determinante des Hepatitis B surface 
Antigens (HBsAg) in den Aminosauren-Positionen zwischen aa 101 und 180 kodiert bzw. zu 
einem Peptid-Produkt fuhrt, das in der aa-Sequenz zu mindestens 65 % mit der in Abb. 5 
und 6 dargestellten SEQ ID NO:12 ubereinstimmt oder Fragmenten davon gemaH 
SEQIDNO:13bis22. 

Des weiteren beeinhaltet die voriiegende Erfindung. einen Vektor, umfassend eine oder 
mehrere der genannten Nukleotid-Sequenzen wie auch eine Wirtszelle, die diesen Vektor 
enthait und eine Methode zur Darstellung eines entsprechenden Polypeptides aus der a- 
Determinante, umfassend die Inkubation der oben genannten Wirtszelle uber Zeiten und 
unter Bedlngungen, die fur die Expression des Polypeptides erforderiich sind. • 
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Auch Gegenstand der Erfindung sind Antikorper, die mit der in SEQ ID NO:1 1 bis 22 
bescliriebenen a-Determinante reagieren, wobei die Bindung bevorzugt in dem Ami- 
nosaurebereich aa 115 bis 120. aa 154 bis 164 Oder aa 154 bis 185 erfolgt. Die AntilcSrper 
konnen polyklonalen Oder monoklonalen tlerischen Oder menschlichen Ursprungs sein. 

Eine Isoiierte HBV Variante ist ebenfalis Gegenstand der Erfindung" wobei das Virus eine a- 
Determinante aufweist. die den aa-Sequenzen mindestens zwischen Position 115 und 120 
und/oder aa 154 bis164 bzw. aa 154 bis 181 entspricht, idealenweise alien genannten 
Regionen zwischen 115 und 181. 

i 

Auch eine immunogene Mischung zur Erzeugung polyklonaler Oder monoklonaler Antikorper 
Jst Gegenstand der vorliegenden Erfindung umfassend das beschriebene isoiierte HBV oder 
ein bzw. mehrere der beschriebenen Poypeptlde. 

Die Erfindung belnhaltet auch eine Poly-Nukleotid-Sonde. enthaltend eine HBV Genom- 
Sequenz, welche durch Substitution von Amihosauren zu einer mod'ifizierten a- 
Determinanten fQhrt, die mit der beschriebenen aa-Sequenz der neuen HBV-Variante 
identisch ist oder zu mindestens 65 % entspricht 

Auch Kits zum Nachweis von Polynukleotiden der HBV-Variante mit Hilfe der genannten 
Sonde wie auch Kits zum Nachweis von HBsAg der Variante bzw. einzelnen Epitopen davon 
und Antikorper, die fur die Variante oder Epitope davon spezifisch sind^.sind ebenso 
Gegenstand der Erfindung. wie die Methoden des Nachweises von Polynukleotiden, Antigen 
und Antikorper, umfassend eine Inkubation zur Bildung entsprechender Kpmplexe und 
Nachweis dieser Komplexe durch geeignete dem Fachmann bekannte Verfahren. 

Die Ausfuhrungsformen dieser Kits und Nachweismethoden kSnnen zum spezifischen und 
alleinigen Nachweis von Nukleotiden und Antigen der HBV-Variante bzw. dagegen 
gerichteter Antikorper ausgelegt sein oder supplemental d.h. den zusatzlichen Nachweis der 
erfindungsgemaBen Varianten-Analyten zu derzeitig bekannten HBV-Nukleotiden, - 
Antigenen bzw. - Antikorpern gestatten. 

Analog kann eine immunogene Mischung von erfindungsgemaBen Polypeptidsequenzen 
auch in Verbindung mit bekannten Antigenen z.B. fQr die Verbesserung der Wirksamkeft 
einer Vakzine angewendet werden. 
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Die vorliegende Erfindung beschreibt eine neue Variante des Hepatitis B Virus (HBV), die 
eine v5IIIg neue a-Determinante als : Resultat von Aminosaure-Austauschen in deh 
nachfoigenden aa-Positionen der S-HBsAg Sequenz aufwelst. FQr die Beschreibung der 
Aminosguren wird der 1-Buclistaben-Code venwendet 



aa von HDB 05 aa-POsition aa von adw/Genotyp A 

T 
P 

E 

AuSerdem liegt in Position aa 181 von HDB 05 Arginin (R) statt Gin (Q) von 
R . 181 Q. 

Diese aa-Substitutionen lassen sich auf entsprechende Nukleotid-Substltutlonen der 
entspreclienden Codons zurQckfQIiren. 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine isolierte Nukleotid-Sequenz, die fOr die a-D^- 
terminante des Virus kodiert (Abb, 3 sowie'Seq id no.: 1). 

Die Erfindung umfasst auch Niikleotide mit nriindestens 65 % Obereinstimmung, bevorzugt 
mindestens 75% Obereinstimmung und besonders bevorzugt mit mindestens 90% 
Obereinstimmung mit der Nukleotid-Sequenz der vorliegenden Erfindung bzw. Fragmenten 
davon sowie dazu komplementare Sequenzen. 

Die Erfindung umfasst auch Polypeptide, die von oben beschriebenen Nukleotid-Sequenzen 
kodiert werden, insbesondere solciie AmiriosSuresequenzen, die die a-Detenninante des 
HBsAg bestimmen und Polypeptide, die mindestens eine Ahnliciikeit von 65%, bevorzugt 75 
% und noch bevorzugter 95 % zu diesen Sequenzen aufweisen. 

Fur die Besclnreibung der vorliegenden Erfindung wird unter einem Nukleotid-Fragment eine 
konsekutive Folge von mindestens 9, bevorzugt 9-15,. besonders bevorzugt 15-21 und sogar 



R 115 

^ Q 120 

L 154 

V 164 
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ganz besonders bevorzugt 21-60 Nukleotide aus der Nukleotidsequenz der neuen HBV- 
Variante verstanden, wobel auch Mischungen derartiger Nukteotid-Fragmente naheliegen, 

Ein Polypeptid-Fragment wird als Folge von mindestens 3, bevorzugt 3-5, besonders 
bevorzugt 5-7 und S9gar ganz besonders bevorzugt 7-20 AmlnosSuren aus der a- 
Determinante der neuen HBV-Variante verstanden, wobel auch Mischungen derartiger 
"~Poiypeptid-Fragm ' 

Unter die voriiegende Erfindung falit auch eine isolierte Nukleotid-Sequenz, die hybridisierbar 
ist und zu NuWeotid-Sequenzen fOhrt, die den Nukleotidsequenzen des HBsAg der neuen 
HBV- Variante oder Teilen der a-Determinante der neuen HBV Variante entsprechen. 
komplementar dazu sind oder als Subtyp oder I\/lutatlon auf HDB 05 zurQckzufQhren sind. 

Dem Fachmann ist bekannt, dass eine Nukleotidsequenz nach ihrer Isolierung nach 
Methoden gem§B Stand der Technik in prokaryontische (z.B. E. coll), eukaryontische 
Wirtszelien (z.B. Chinese Hamster Ovary Cell) oder Hefe (z.B. S, Cerevisiae) mft Hilfe eines 
Vektors oder Konstruktes eingebracht werden konnen (mit dem Fachmann bekannten 
Methoden wie z.B. Transfektion. Transformation oder Elektroporation: Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual. 2™* ed., Vol. 1-3, ed Sambrook et al., Cold Spring Harbor Laboratory 
Press (1989), wobei transiente oder permanente Kulturen angewendet werden kSnnen. 

Demzufolge umfasst die voriiegende Erfindung isolierte Nukleotidsequenzen der a- 
Determinante der neuen HBV Variante, Polypeptide, die durch diese Nukleotide kodiert 
werden. Vektoren, die Nukleotidsequenzen der a-Determinante der neuen HBV Variante 
enthalten wie auch die Wirtszelle, in die ein Vektor gebracht wird. 

Neben der Darstellung von Polypeptiden mit Hilfe eines Expressions-Systems (rekombinant 
Oder gentechnologisch) ist es naheligend, dass analoge Polypeptid-Strukturen auch 
vollsynthetlsch hergestellt werden oder direkt durch Reinigung aus der Virusvariante. 

Es ist moglich, die Polypeptide oder Proteine der neuen HBV Variante zur Erzeugurig von 
monoklonalen und/oder polykJonalen Antikorpem zu verwenden, die immunologisch an 
Bindestellen (Epitope) der a-Determinanteder neuen HBV Variante binden. Die Methoden 
2ur Darstellung von Antikorpem sind dem Fachmann bekannt (z.B. Koehler et al., Nature 
256-494 (1975), Mfmms et aL, 176; 604-619 (1990). 



wo 2004/113369 PCT/EP2004/006515 

-30- 

Femer ist es mSgllch, die a-Deterrhinante der erfindungsgemaBen HDB 05-Variante in Form 
der gesamten Polypeptidsequenz oder Teilen davon fur die Bestimmung von gegen die HBV 
Variante gerichteten Antilcorpern zu venwenden : Anti-HBs-Antil<6rper. 

Dem Fachmann ist ejne Viefzahl von Bestimmungsmethoden gelaufig, bel denen mil 
Polyp eptiden aus der a-Determinante der HBV Var iante und Antikorpem t ierischen oder 
menschlichen Ursprungs Immunkomplexe geblldet oder deren Bildung gehemmtwerden. 

SchlieBiicli ist es moglich, mondklonale oder polyklonale Antikorper (oder Mischungen bzw. 
Fragmente davon oder Mischungen von Fragmenten). die mit Epitopen der neuen HBV 
VarlSnte reagieren, dazu zu verwenden, die a-Determinante der erfindungsgemaBen HBV 
Variante in Form der gesamten Polypeptidsequenz oder Teilen davon In 
Untersuchungsproben zu bestimmen: HBsAg der HDB 05-Variante. 

Dem Fachmann ist eine VIelzahl von Bestimmungsmethoden gelaufig, bei denen mit einem 
Oder mehreren monoklonalen Antikorper(n) oder polykionalen Antikarpem (oder l\^ischungen 
davon bzw. Fragmenten oder Mischungen von Fragmenten), die spezifisch fur die a- 
Determlnante der HBV Variante sind, Immunkomplexe gebildet oder deren Bildung gehemmt 
werden. 

Ebenso k6nnen auf ■ Basis der gefundenen Nukleotidsequenzen der neuen HBV-Variante 
entsprechende Primer entwickelt werden. * ' 

SchlieBIich sind auch diagnostische Reagenzien al$ Kits Gegenstand der Erfindung, die 
basierend auf den oben beschriebenen Verfahren einen Nachweis von HBV Varianten- 
spezifischem Antigen (HBsAg) oder dagegen gerichtete Antikorper (Antl-HBs). entweder als 
singulare Bestimmungen oder miteinander oder mit anderen bekannten HBV-Antigen bzw. 
spezifisch damit reagierenden Antikorpem bzw. auch mit ganz anderen Analyten 
kombinierbar. 

Die voriiegende Erfindung ist darOber hinaus in den PatentansprQchen beschrieben. 



Beschreibung der Abbildungen: 
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Abb. 1 stent eine Obersicht der AminosSure- Sequenzen der 
beschriebenen Genotypen des HBV im Vergleich zu HDB 05 dar. 

In.Abb. 2 sind die Nukleotid- und Aminosaure-Sequenzen-der a-Determinante sowie 
unmrttelbar benachbarter Regionen des Genotyps A, Subtyp adw von HBV dargestellt. 

Abb. 3zefgt die Nuleotid-Sequenzder a-D^^ des HBV surface Antigens fQr Subtyp 

adw des Genotyps A von HBV im Vergleich zur Nukleotid-Sequenz von HDB 05. 

Abb. 4 fasst die Translatlons-relevanten Abwelchungen der Nukleotid-Sequenz von HDB 05 
zus^men. 

In Abb. 5 wird die Nukleotid-Sequenz von HDB 05 in der Region der a-Determlnante sowie 
die entsprechende Aminosaure-Sequenz dai^estellt. Die a-Determinante befindet sich 
zwischen Aminsaure No. 101 und 180 des kleinen HBsAg (Small. S). 

Abb. 6 zelgt die entsprechende Polypeptid-Sequenz der a-Determinante von HDB 05, die 
von der in Abb. 5 beschriebenen Nukleotid-Sequenz kodiert wird. 

Die nachfolgenden Beispiele eriautem die voriiegende Erfindung naher, ohne dass die 
Erflndung auf die beschriebenen Beispiele beschrankl ist 

i 

Beispiel 1: : HBsAg-Bestimmung mittels Enzymimmunoassay, EIA 

Zur Bestimmung des surface Antigens von HBV, HBsAg im Blut der Patieriten aus 
Frankreich und Osterreich wurde der Ensymimmunoassay Enzygnost ® HBsAg 5.0 der Fa. 
Dade Behring GmbH, Marburg Deutschland angewendet 

Es handelt sich um einen in Europa zugelassenen und lefstungsfahigen Test, der den 
Angaben der Packungsbeilage gemaB abgearbeitet wurde. 

Das zu Grunde Iiegende Testprinzip ist ^Jn sogenannter Sandwich Test im Mikrotiterplatten- 
Format: 

100 pi der zu untersuchenden Probe werden in einem Einschritt-Verfahren mit 25 \x\ 
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Konjugat 1 (monoklonale HBsAg spezifische Antikorper von der Maus, die kbvalent mft Biotfri 
markiert sind) und immobllisierten HBsAg-spezifischen polyklonalen Antikdrpem vom Schaf 
in Kontakt gebracht. Nach 60-minQtiger Inkubation bei 37"C und Entfemen QberschOssiger 
Kompohenten durch 4-maliges Waschen der Platten-Kavitgten werden 100 \i\ Konjugat 2 
zugegeben, dais, aus Streptavidin besteht, an das das Sfonden-Enzym Peroxidase kovalent 
gebunden isL 

Nacli 30-minptiger Inkubation bei 37°C und Entfemen QberschOssiger Komponenten diirch 
4-nrialiges Waschen der Platten-Kavitaten werden 75 pi Chromogen-Ruffer/-Substrat-I.6sung 
zugegeben. gefolgt von einer 30-minQtigen Inkubation bei Raumtemperatur. Die Entwicklung 
des blau gefirbten Tetramethylbenzidin-FarbsfofFes VMrd durch Zugabe von 75 pi Stopldsung 
(SdiwefelsSure) unterbrochen und der Farbstoff bei 450 nm photometrisch gemessen. 

Dle^lntensitat der FarbentvylcW^^^ der pptischen.Dichte„(D.b.) ist.dem Gehalt 

der Untersuchungsprobe an HBsAg direkt proportional, wobei ein O.D. Wert von kieiner als 
dam Grenzwert als HBsAg-negativ bewertet wird. Der Grenzwert ist definiert als der O.D.- 
Mittelwert der parallel getesteten Kontrolle, negativ. (im Testkit enthalten). zu dem ein 
konstanter Betrag von 0,05 O.D. addiert wird. 

Die Nachweisgrenzen des zur Untersuchung herangezogenen Lots (# 32874) wurden mft 
den international akzeptierten Standardpraparationen des Paul-Ehrlich-lnstitutes, Langen 
Deutschland zu 0,012 ng ad-Subtyp/ ml bzw. 0.015 ng ay-Subtyp / ml in parallelen 
Versuchsansatzen aus Testungen von Verdunnungeri der StandardprSparationen in HBsAg- 
negativem Serum durch graphische Interpolation ennlttelt 

Die Untersuchung der Proben #119617 und 118234. aus denen auch die DNA-lsolierung 
vorgenommen wurde, brachte In 2 unabhangigen Versuchen an zwei verschiedenen Tagen 
fQr beide Proben Ergebnisse zwischen 0,02 und 0,05 O.D., die den Kriterien des Testes 
entsprechend als HBsAg-negativ zu interpretieren sind. Die mitgefuhrte Kontrolle, positiv (Im 
Testkit enthalten) war dagegen ebenso positiv (Validierungskriterien erfullt) wie die 
enwahnten ad- und ay-Standardpraparationen. 

Beispiel 2: Isolierung der HOB 05- DNA aus Probe # 118234 

Aus je einem 200 pl-AIiquot der franzosischen und osterreichischen Proben wurde die DNA 
isoliert, indem der QIA amp® DNA Blood Mini Kit der Fa. Qiagen, Hilden Deutschland) 
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angewendet wurde. Dabei wurderi alle Verfahrensschritte wie in der Packungsbeilage 
beschrieben jsefolgt und die Elutlon in einem Volumen von je 50 pi vorgenommen. 

Befspiel3: . Polymerase Ketten Reaktion, PCR 

-3; 1"-" HBV Primer ~ 7 

Die vier nachstelienden HBV Primer wurden venwendet 

~ Primer 1 m'rt der 5'> 3'- Sequenz: 

GGGTCACCATATTCTTGGGAAC (SEQ ID NO:^3) 

Primer 2 mit der 5'> 3'- Sequenz: 

TATACCCAAAGACAAAAGAAAATTGG (SEQ ID NO:24) 

Primer 3 mit der 5'> 3'- Sequaiz: 
GACTCGTGGTGGACTTCTCTC (SEQ ID NO:25) 

Primer 4 mit der 5'> 3'- Sequenz: i 
TACAGACTTGGCCCCCAATACC (SEQ ID NO:26) 



3.2 PCR-Amplfflkation 

Es wurde eine sogenannte nested PCR amplification des surface Anfigens 
durciigefOhrt, wobel der Peri<ln Elmer Ampli Taq ® DNA Polymerase Kit sowie der 
TTjermocycler Gene Amp ® PCR system 9700 der Fa. Peri<ln Elmer Applied 
Biosystems, USA verwendet wurde. 

Die Nukleotide wrurden von der Fa. Amersham Biosciences, UK bezogen. 
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FQr den ersten Amplifikations-Zyklus wurden 5 pi der isoKerten DMA unter 
Verwendung der oben genannten Primer 1 und 2 sowie fdlgenden Bedinglingen 
ampHfiziert: 



PCR 1 rxn 



Primer 1 (10 pM) 1. Ml 

Primer 2 (10 mM) 1 pi 

lOfach konz: Puffer (incl. 15 pMMg2CI) 5 pi 
dNTPMischung(IOpM) 1 pi 

.destWasser . 36,75 pi 

AmpIiTaq(5U/p|) 0,25 ul 

ProRohrchen 45 pi Gesamtvolumen 

plus 5 ul i solierte DNA 

50 pi Reaktionsvolumen 

Der 50 pUAnsatz wurde unter Verwendung des beschriebenen 
Thermocyclers unter folgenden Bedingungen amplifiziert 

94^ C, 1 min. / 94X. 28 sek. - 50' C, 28 sek. - 72 • C, 38 sek. 
(35 cycles) / 72 • C. 5 min. / 8 'C soak. 

In der zweiten Ampiifizierungsrunde wurde 5 pi des ersten PCR 
Produktes weiter amplifiziert unter VenA^endung der HBV Primer 3 
und 4 und folgenden Bedingungen: 

PCR 2 rxn 

Primer 3 (10 pM) 1 pi 

Primer 4 (10 pM) 1 pi 

10-fach konz. Puffer 5 pi 

dNTP Mischung (10 pM) 1 pi 

destWasser 36.75 pi 

AmpH Taq (5 U/ pi) 0.25 ul 

Pro RShrchen 45 pi Gesamtvolumen 

plus 5 ul PCR Produkt v.rxn 
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50 |il Reaktlonsvolumen 

Dieser PGR 2- Ansatz wurde unter Verwendung des oben beschriebenen 
Thermocyclers ampllfiziert wobei folgende Bedingungen angewendet wurden: 

94' C. 1 min. / 94'C. 28 sek. - 55' C, 28 sek. - 72 • C. 38 sek. 
([35 cycles) / 72 *"c; 5 mlhT/ 8 "C sbafc 

AbschlieBend wurde das PGR 2 Produkt elektrophoretisch aufgetrennt (1,5 % 
Agarose) unter MitfQhren geeigneter Molekulangewichtsmarker. Dia Bande mit ca. 
520 Basenpaaren wurde ausgeschnitten und mit Hilfe des QIA quick Gel Extractioti 
Kit der Fa. Qiagen, Hilden Deutschland isoliert . 



Beispiel 4: Sequenzierung von HDB 05 

Das gereinlgte PGR Produkl wurde von der Fa. Medigenombc, Martinsried 
Deutscliland mit Hiffe des ABI 3700 Kapiliar Systems sequerudert in Verbindung mH 
der ABf BigDye Temninator Chemistry Version 1.1. und der ABI Sequencing Analysis 
Software Version 3.6. unter Venwendung der in Bsp. 3 beschriebenen Primer 3 und 4. 

Sequenzierungs^Ergebnis 

Es konnte gezeigt werden, dass das HBsAg beider analysierten Prpben miteinander 
Obereinstimmt und innerhalb des sequenzierten BerBiches die beste 
Obereinstimmung der Nukleotid-^ und AminosSure-Sequenz mit dem Genoty A. 
Subtyp adw zeigt In der Region der a-Determinante zeigten die analysierten. Proben 
aus Frankeich und Osterfeich miteinander Qbereinstimmend insgesamt 4 
AminosSure-Substitutionen im Veigleich zum Genotyp A, Subtyp adw (siehe auch 
Abb. 2 und 5): 

A, adw: 
115Thr(D 
120 Pro (P) 
154Ser(S)^ 
164Glu(E) 



HDB 05: 

1. ) Arg (R) gegen 

2. ) Gin (Q) gegen 

3. ) Leu (L) gegen 

4. ) Val (V) gegen 
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Zusatzlfch llegt efne Aminosaure-Substitution in der Position # 1 81 vor 
5.) Arg(R) gegen 181 Gin (Q). - 

Diese Ergebnisse wurden in m ehreren unabhSngigen Analysen beider untersuchter 
Biutproben aus Frankreich und Ostenreich mit den gleichen Sequenzlerungs- 
Ergebnissen reproduziert, die Qberdies fQr beide unabhangige Proben v5llige 
Obereinstimmung aufweisen. 



PCT/EP2004/006515 

37- 

PatentansprCiche: 

1. Oligo- Oder Polypeptid umfassend 

(a) eine Aminosauresequehz. die wenigstens 94 % Identitat zu SEQ ID NO: 13 hat; 

(b) eine Aminosauresequenz, fn der gegenOber SEQ ID NO: 13 null bis 4 Aminosauren 
. substttuiert, deletiert Oder inseriert sind; • 

(c) eine Aminos§uresequenz, die eine Teilsequenz von SEQ ID NO:12 mit wenigstens 5. 
aufeinahderfolgenden AminosSuren von SEQ ID NO: 12 ist, wobei die Teilsequenz 
wenigstens eine der Positionen 72, 78, 112, 122 und 139 von SEQ ID NO: 12 
einschlie&t; oder 

(d) ein Fragment eines HBs-Antlgens eines Hepatitis B-Virus, wobei das Fragment eIne 
LSnge von wenigstens 5 AminosSuren hat, das HBs-Antigen an Position 115 Arginin, 
an Position 120 Glutamin, an Position 154 Leucin, an Position 164 Valin und/oder an 
Position 181 Arginin aufweist, und das Fragment Arginin 115, Glutamin 120, Leucin 
154. Valin 164 und/oder Ai^lnin 181 umfassL 

2. Oligo- oder PolypeptId nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichhet, dass es mit Seren 
aus Indivlduen reagiert, die mit der Hepatitis B-Variante HDB 05 infiziert sind. 

3. , Oligo- Oder Polypeptid nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenhzeichnet, dass es 
eine AminosSuresequenz umfasst, die ausgewahit ist aus der Gruppe bestehend aus 
SEQ IP NO;12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16.. 
SEQ ID NO:17. SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21 und 
SEQIDNO:22. 

4. Oligo- Oder Polynuldeotid umfassend 

(a) eine Nukleotidsequenz, die wenigstens 98% Identitat zu SEQ ID NO:2 hat, 

(b) eine Nukleotidsequenz, in der im Vergleich zu SEQ ID NO:2 null bis 4 Nukleotide 
substituiert, deletiert oder hinzugefugt sind, 

(c) eine Nukleotidsequenz, die eine Teilsequenz von SEQ ID NO:1 mit wenigstens 8 
aufeinanderfolgenden Nukleotiden von SEQ ID NO:1 ist, wobei die Teilsequenz 
wenigstens eine der Positionen 218, 233, 335, 365 und 416 von SEQ ID NO: 1 
einschlieSt, 
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(d) eine Nukleotidsequenz, die unter stringenten Bedingungen spezifisch mit einem zu 
der Sequenz SEQ ID Nd:1 komplementaren Polynukleotid hybridisiert, Oder 

(e) eine Nukleotidsequenz. die fQr ein Oligo- oder Polypeptid nach einem der AnsprOche 
1 bis 3 kodiert; 

Oder ein dazu komplementares Oligo- oder Polynukleotid. 



5. Oligo- Oder Polynukleotid nach Anspruchi 4, dadurch gekennzeichnet. dass es eine 
Nukleotidsequenz umfasst. die ausgewSlilt ist aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NO:1. 
SEQIDNO:2. SEQIDNO:3, SEQ ID NO:4. SEQ ID NO:5. SEQ ID NO:8. SEQ ID NO:7. 
SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9. SEQ ID NO:10 und SEQ ID NO:11. 

6. Oligo- Oder Polynukleotid nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet. dass es eine 
Lange von 10 bis 30 Nukleotiden hat. 

7. Velctor oder Plasmid enthaltend ein Oligo- oder Polynukleotid nach einem der 
AnsprOche 4 bis 6. 

8. Zelle. die mit einem Vektor oder Plasmid nach Anspaich 7 transformiert oder 
transfiziert wurde. 

9. Zelle, die ein Oligo- Oder Polynukleotid nach einem der AnsprOche 4 bis 6 oder einen 
Vektor oder ein Plasmid nach Anspruch 7 enthStt. 

10. Verfahren zur Herstellung isines Oligo- oder Polypeptids nach einem der AnsprOche 1 
bis 3, das umfasst, dass man eine Zelle nach Anspruch 8 oder 9 unter geeigneten 
Bedingungen kultiviert, so dass das Oligo- oder Polypeptid exprimiert wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 10/ dadurch gekennzeichnet. dass das Oligo- oder 
- Polypeptid aus den Zellen gewonnen wird und von anderen Oligo- oder Polypeptiden 

abgetrenntwird. 

12. Antikorper, der an ein Oligo- oder Polypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 3 
bindet 
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13. Antikorper nach Anspruch 12. dadurch gekennzelchnet. dass er an HBs-Antlgen 
enthaltend ein. Ol^o- Oder Polypeptid nach einem der AnsprOche 1 bis 3 bindet, aber nicht 
Oder signifikant schwacher an HBs-Antigeh eines Hepatitis B-Virus Genotyp A Subtyp adw. 

14. Anti-idiotypischer Antikfirper. der eine Aminosiuresequenz reprasentiert. wie sie In 
einem der AnsprQche 1 bis 3 definiert 1st 

15. Testkitzum Nachweis yon Hepatitis B-Viren, enthaltend 

(0 ein Oligo- oder Polypeptid nach einem der AnsprQche 1 bis 3; ^ 
(iO ein Oligo- oder PolynuWeotid nach einem der AnsprOche 4 bis 6; und/oder 
-^tt) einenAntikdrper nach einem der AnsprQche 12 bis 14. 

16. Immunogenes Peptid oder MIschung immunogener Peptide, enthaltend ein oder 
mehrere Oligo- oder Polypeptide nach einem der AnsprQche 1 bis 3 alleine oder in 
Verbindung mit bekannten HBV-lmmunogenen. 

17. Verfahren zum Nachweis eines Hepatitis B-Antigens, dgdurch gekennzelchnet. dass 

(a) eine Probe mit einem Antikdrper nach Anspaich 12 oder 13 unter Bedingungen 
inRubiert wird. die die Bfldung eines Antlgen-AntikSrper-KompIexes gestatten; und 

(b) ein Antigen-Antikorper-Komplex. der den Antik6rper enthait, nachgewiesen wIrd. 

1 8. Verfahren zum Nachweis vori AntlkSrpem, die gegen ein Hepatitis B-Antigen gerichtet 
slnd. dadurch gekennzeichnet. dass 

(a) eine Probe mit einem Oligo- oder Polypeptid nach einem der AnsprQche 1 bis 3 unter 
Bedingungen inkubiert wird. die die Bildung eines Antigen-AntikSrper-Komplexes 
gestatten; und 

(b) der Antlk5rper-Antigen-Komplex, der das Oligo- oder Polypeptid enthait. 
nachgevM'esen wird. 

19. Verfahren zum Nachweis einer Hepatitis B-Nukleinsaure, dadurch gekennzelchnet, 
dass 

(a) eine Probe mit einem Oligo- oder Polynukleotid nach einem der AnsprQche 4 bis 6 
unter Bedingungen inkubiert wird. die die selektive Hybridisiemng des Oligo- oder 
Polynukleotids mit einer Hepatitis B-NuWeinsSure in der Probe gestatten; und 

(b) bestimmt wird, ob Polynukleotidduplexe gebildet wurden, die das Oligo- oder 
Polynukleotid umfassen. 
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20. Verfahren zum Nachweis einer Hepatitis B-Nukleinsaum, dadurch gekennzeichnet, 
dass 

(a) eine Probe mit wenigstens einem Oligo- Oder Polynukleotid nach einem der 
AnsprQche 4 bis 6 unter Bedingungen inkubiert wird, die die selektive Hybridisierung 

. des Oligo- oder Polynukleotids mit einer Hepatitis B-Nukleinsaure in de r Probe 

gestatten; 

(b) eine PolymerasekettenreaWion durchgefuhrt wird; und 

(c) bestimmt wird, ob eine Nukleinsaure amplifiziert wurde. 

21. _ Venwendung eines Oligo- oder Polynukleotids nach einem der AnsprQche 4 bis 6 ais 
Primer. . 

22. Venwendung eines Oligo- oder Polynukleotids nach einem der AnsprQche 4 bis 6 als 
Sonde. 



23. Isoliertes Hepatitis B-Virus. das ein HBs-Antigen aufweist, das eine 
AminosSuresequenz mit wenigstens 97 % Identftat zu SEQ ID NO:12 umfasst 
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SEQUENCE LISTING 

<110> Dade Behring Marburg GmbH 

<120> Neue Oberf laechenprotein- (HBsAg-) Variante des Hepatitis B Virus 
<130> MA 1252 
<150> DE 10328080.4 

<151> 2003-06-20 ' ' 



<160> 26 



<170> Patent In version 3.2 

<210> 1 
<211> 462 

<212> DNA ; ' 

. <213>'' Hepatitis B virus ~ 

i 

<400> 1 

gggggatcac ccgtgtgtct tggccaaaat tcgcagtccc caacctccaa tcact caeca 60 
acctcctgtc ctccaatttg tcctggttat cgctggatgt gtctgcggcg ttttatcata 120 
ttcctcttca tcctgctgct atgcctcatc ttcttattgg ttcttctgga ttatcaaggt 180 
atgttgcccg tttgtcctct aattccagga tcaacaagaa ccagtacggg acaatgcaaa 240 
acctgcacga ctcctgctca aggcaactct atgtttccct catgttgctg tacaaaacct 300 
acggatggaa attgcacctg tattcccatc ccattgtcct gggctttcgc aaaataocta 360 
tgggtgtggg cctcagtccg tttctcttgg ctcagtttac tagtgccatt tgttcggtgg 420 
ttcgtagggc tttcccccac tgtttggctt tcagctatat gg 462 

<210> 2 

<211> 225 ' 
<212> DNA 

<213> Hepatitis B virus 
<400> 2 

ccaggatcaa caagaaccag tacgggacaa tgcaaaacct gcacgactcc tgctcaaggc 60 
aactctatgt ttccctcatg ttgctgtaca aaacctacgg atggaaattg cacctgtatt 120 
cccatcccat tgtcctgggc tttcgcaaaa tacctatggg tgtgggcctc agtccgtttc 160 
tcttggctca gtttactagt gccatttgtt cggtggttcg taggg 225 

<210> 3 
<211> 180 
<212> DNA 

<213> Hepatitis B virus 
<4^0> 3 

ccaggatcaa caagaaccag tacgggacaa tgcaaaacct gcacg'act'CC tgctcaaggc "60 
aactctatgt ttccctcatg ttgctgtaca aaacctacgg atggaaattg cacctgtatt 120 
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cccatcccat tgtcctgggc tttcgcaaaa tacctatggg tgtgggcctc agtccgt4:tc 180 

<210> 4 
<211> 165 
<212> DNA 

<213> Hepatitis B virus ^ . 
<40b> 4 /■ . - 

ccaggatcaa caagaacca^ tacgggacaa tgcaaaacct gcacgactoc tgctcaaggc . -60 ' 

- aactctatgt -ttccctcatg~ttg^^^^ ' — 

cccatcccat tgtcctgggc tttcgcaaaa tacctatggg tgtgg V 1-65 

<210> 5 

<211> 60 _ 

<212V" DNA h . • . 

<213> Hepatitis B virus U ^. : . 

<400> 5 ' ® 

ccaggatcaa caagaaccag tacgggacaa tgcaaaacct gcacgactcc tgctcaaggc €0 

<210> 6 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Hepatitis B virus 
<400> 6 

ccaggatcaa caagaaccag tacgggacaa 3q 

<210> 7 ' 
<2li> 153 
<5l2> DNA 

<213> Hepatitis B virus 

<400> 7 

agaaccagta cgggacaatg caaaacctgc acgactcctg ctcaaggcaa ctctatgttt 60 ^ 

ccctcatgtt gctgtacaaa acctacggat ggaaattgca cctgtattcc catcccattg 120 
tcctgggctt tcgcaaaata cctatgggtg tgg : 2^53 

<210> 8 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Hepatitis B virus 

<400> 8 . ' i 

agaaccagta cgggacaa 18 

<210> 9 • 

<211> 96 

<212> DNA 

<213> Hepatitis B virus " _ ' 



<4X)0> 9 

ttgtGctggg ctttcgcaaa atacctatgg gtgtgggcct ^agtccgt^t ^tctt^gcfcc 



€0 
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~™ - .. 

agtttactag tgccatttgt tcggtggttc gtaggg 9^ 



<210> 10 
<211> 51 
. <212> DNA 

<213> Hepatitis B virus 
<400> 10 

ttgtcctgg g ctttcgcaa a atacctatgg gtgtgggcct cagtccgttt c _ 51 

<210> 11 _ 

<211> 36 

<212> DNA , • 

<213> Hepatitis B virus 

<^0^ 11 ~ 

tjbgtcctggg ctttcgcaaa atacctatgg gtgtgg ' . -■ - 3g 

<210> 12 

<211> 154 

<212> PRT 

<213> Hepatitis B virus 

<400> 12 

Gly Gly Ser Pro Val Cys Leu Gly Gin Ash Ser Gin Ser Pro Thr Ser 
1 5 10 15 



Asn His Ser Pro Thr Ser Cys Pro Pro lie Cys Pro -Gly Tyr Arg Trp 
20 25 30 

Met Cys Leu Arg Arg Phe He lie Phe Leu Phe lie Leu Leu Leu Cys 
35 40 45 

Leu He Phe Leu Leu Val Leu Leu Asp Tyr Gin Gly Met Leu Pro Val 
50 55 60 

Cys Pro Leu He Pro Gly Ser Thr Arg Thr Ser Thr Gly <31n Cys Lys 
€5 70 75 80 

Thr Cys Thr Thr Pro Ala Gin Gly Asn Ser Met Phe Pro Ser Cys Cys 
85 90 95 

Cys Thr Lys Pro Thr Asp Gly Asn Cys Thr Cys He Pro He Pro Leu 
100 105 110 

Ser Trp Ala Phe Ala Lys Tyr Leu Trp Val Trp Ala Ser Val Arg Phe 
• 115 120 125 ^ 



Ser Trp Leu Ser Leu Leu Val Pro Phe Val Arg Trp Phe Val ^Gly Leu 
130 135 140 
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Ser Pro Thr Val Trp Leu Ser Ala lie Trp 
145 150 



<210> 13 ... 

<211> 75 

<212> PRT 

<2a3> Hepatitis B virus 



<400> 13 



Pro Gly Ser Thr Arg Thr Ser Thr Gly Gin Cys Lys Tiir Cys Thr Thr 
1 5 . 10 15 

Pro Ala Gin Gly Asn Ser Met Phe Pr^ Ser Cys Cys Cys Thr Lye Pro 
20 25; 30 

I ■ 

; \ 

Thr Asp Gly Asn Cys Thr Cys He Pro He Pro Leu Ser Trp Ala Phe 
35 40 45 

Ala Lys Tyr Leu Trp Val Trp Ala Ser Val Arg Phe Ser Trp Leu Ser 
50 55 60 • 

Leu Leu Val Pro Phe Val Arg Trp Phe Val Gly ' 
65 70 75 

<210*> 14 
<211> 60 
<212> PRT 

<213> Hepatitis B virus 
<400> 14 

Pro Gly Ser Thr Arg Thr Ser Thr Gly Gin Cys Lys Thr Cys Thr Thr 
15 10 15 

Pro Ala Gin Gly Asn Ser Met Phe Pro Ser Cys Cys Cys Thr Lys Pro 
20 25 30 

Thr Asp Gly Asn Cys Thr Cys lie Pro He Pro Leu Ser Tzp Ala Phe 
35 40 45 

Ala Lys Tyr Leu Trp Val Trp Ala Ser Val Arg Phe 
50 55 60 

<210> 15 

<211> 55 

<212> PRT _ 

<213> Hepatitis B virus 



<400> 15 
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Pro Gly Ser Thr Arg Thr Ser Thr Gly- Gin Cys Lys Thr Cys Thr Thr 

1 ? 10 15 ' 

Pro Ala Gin Gly Asn Ser Met Phe Pro Ser Cys Cys Cys Thr Lys Pro 
20 25 30 



Thr Asp Gly Asn Cys Thr Cys He Pro He Pro Leu Ser Trp Ala Phe 
35 ' 40 45 



Ala Lys Tyr Leu Trp Val Trp 
SO 55 

<210> 16 . 

<211> 20 

<212^ PRT L " 

<213> Hepatitis B virus L 

<400> 16 . 

Pro Giy Ser Thr Arg Thr Ser Thr Gly Gin Cys Lys Thr Cys Thr Thr 
1 5 10 15 

Pro Ala Gin Gly 
20 



<210> 17 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Hepatitis B virus 

<4 00> 17 

Pro Gly Ser Thr Arg Thr Ser Thr Gly Gin 
1 5 10 

<210> 18 . 

<211> 51 

<212> PRT 

<213> Hepatitis B virus 

<400> 18 

Arg Thr Ser Thr Gly Gin Cys Lys Thr Cys Thr Thr -Pro Ala Gin Gly 
^ 5 10 15 

Asn Ser Met Phe Pro Ser Cys Cys Cys Thr Lys Pro Thr Asp -Gly Asn 
20 25 30 

Cys Thr Cys lie Pro lie Pro Leu Ser Trp Ala Phe Ala Lys Tyr Leu 
35 40 45 



Trp Val Trp 
50 



6/7 



<210> 19* 
<211> 6 
<212> PRT 

<213> Hepatitis B virus 
<400> 19 

Arg Thr Ser Thr Gly Gin 

.1 5 



<210> 20 _ 
<211> 36 
<212> PRT 

<213> Hepatitis B virus • , 

<400^. 20 

Pro lie Pro Leu Ser Trp Ala Phe Ala Lys Tyr Leu Trp Val Trp Ala 
^ S . ' 10 15 



Ser Val Arg Phe Ser Trp Leu Ser Leu Leu Val Pro Phe Val Arg Trp 
20 25 30 

Phe Val Gly Leu 
35 

<210> 21 
<211> 20 
<212> PRT 

<213> Hepatitis B virus 
<400> 21 

Pro lie Pro Leu Ser Trp Ala Phe Ala Lys Tyr Leu Trp Val Trp Ala 
1 5 . 10 ^ 15 

Ser Val Arg Phe 
20 

<210> 22 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Hepatitis B virus 
<400> 22 

Pro lie Pro Leu Ser Trp Ala Phe Ala Lys Tyr. Leu Trp Val Trp 
1 5 10 15 

<210> 23 

<211> 22 " 

<212> DNA 

'<213> Artificial Sequence 
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. . 

<220> 

<223> Primer 1 
<400> 23 

gggtcaccat attcttggga ac 22 



<210> 


24 


<211> 


26 


<212> 


DNA 


<213> 


Artificial Sequence 


<220> 




<223> 


Primer 2 


<4^0> 


24 


tatacccaaa gacaaaagaa aattgg 






<210> 


"25. 


<211> 


21 


<212> 


DNA 


<213> 


Artificial Sequence 


<220> 




<223> 


Primer 3 


<400> 


25 


gactcgtggt ggacttctct c 


<210> 


26 


<211> 


22 


<212> 


DNA 


<213> 


Artificial Se<iuence 


<220> 




<223> 


Primer 4 



26 



<400> 26 

tacagacttg gcccccaata cc 



22 
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